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Predmluva

Skriptum pro prakticka cvi¢eni z pfedmétu Hygiena a zdravotni nezavadnost potravin
predstavuje soubor teoretickych informaci a metodickych postupli izce navdzanych na obsah
jednotlivych laboratornich cviceni. Text objasiiuje principy a metodiku prace potiebnou pro
uspesné zvladnuti praktické vyuky tohoto pfedmétu, ktery je na Katedie mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky Fakulty agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroji Ceské zemédélské univerzity
v Praze vyucovan v ramci magisterskych studijnich programt. Tento piedmét je stézejni zejména
pro obory Vyziva a potraviny a Kvalita a zpracovani zemédélskych produktt.

Cilem praktické vyuky je poskytnout studentim piehled o metodich pouzivanych ke
kontrole hygienické kvality vybranych potravin ZivociSného i rostlinného plivodu. Kromé
klasickych mikrobiologickych postupt jsou studenti seznamovani také s modernimi metodami,
které se uplatiluji v soucasné laboratorni praxi. Ziskané znalosti a dovednosti jsou nezbytnym
predpokladem pro uspésné splnéni zépoctu a slozeni zkousky. Studenti je navic mohou vyuzit
v souvisejicich pfedmétech a ve svém budoucim profesnim uplatnéni v oblasti hodnoceni kvality
a zdravotni nezavadnosti potravin.

Kazda hlavni kapitola obsahuje formulované teoretické i praktické vzdélavaci cile.
V dil¢ich kapitolach jsou doplnény uziteéné odkazy pro mozné detailnéjsi studium. Soucasti
praktickych ¢asti jsou jasné definované ukoly s odkazy na piislusné vysledkové tabulky urcené
pro zaznam ziskanych dat, vypocti a interpretaci vysledkli ve vztahu k platnym legislativnim
limitim. Tento ucebni text vznikl za ucelem podpory studentd pii studiu a praktické vyuce. Ma
slouzit jako prehledny privodce, ktery studentim usnadni pochopeni principti laboratornich
metod, jejich praktické provedeni a interpretaci vysledkd z hlediska hygieny a bezpecnosti
potravin.

Autorka téchto skript 1 vSichni vyucujici tohoto pfedmétu vitaji pfipadné pfipominky
a navrhy, které by mohly pfispét ke zlepSeni kvality vyuky i ucebniho textu pii jeho dalSim

vydani.



Obsah

1. Mikrobiologicka laboratot, bezpecnost prace a zakladni pojmy.........ccceeeevveeeveeennenn. 7
2. Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF)......ccccoeeeiiiiiiiiie. 13
2.1.  Zadéni semestralniho ukolu — vypracovani RASFF hlaseni ...........cccccceeennnen. 16
3. Mikrobiologické pozadavky Na potraviny ...........cccceeeeeeireriieniieenieeeieeniieseeesieesneens 16
3.1.  Indikdtorové mikroorganismy a metabolity .........ccccceevevieeriiiiiiieeiiieceeeeee, 18
3.1.1. Indikéatory produkeni Kvality ........cccceeviieeiiiieiieeieeeeeeee e 19
3.1.2. Indikétory bezpeCnosti POLIAVIN ........cccveeeuierieeirienieeieeniieereesere e esieeenreeens 21

4. Mikrobiologicka analyza mlet€ho mMasa.........ccccccveevuieriieriienieciiesie e 22
4.1, Legislativind IMItY ....ooocvieiiiiiiiiiieeee e 22
4.2.  Zadéni semestralniho ukolu — vytvofeni zkuSebniho protokolu........................ 25
4.3.  Kultivaéni stanoveni mikrobiologickych Krit€rii.........ccceevvieriiiviieniieniienieenen. 27
4.3.1. Potfebnd meEdia .......cccoeviiriiiiiiiiieieeeee s 27
4.3.1.1. MasoOPePtONOVY QAT ......ccccueeiriieeriieeiieeeiteeeiteeeiteeeiteesieeesireeesbeeesaees 28
4.3.1.2.  MaCCONKEY QAT ......coueeiiriiiniiiiieiienieeie ettt ettt ettt 29
4.3.1.3. Rappaport-Vassilliadis bujOn.........cccccveeeiieriieiiieiiieiieeieeieeeie e 30
4.3.1.4. Salmonella Shigella agar ..............ccccoevueeviuieeniiieeeiieeie e 30
4.3.1.5. Xylose Lysine Deoxycholate agar............ccceevvreeviienoiieeieecieeeee e 31

4.3.2. Metodika stanoveni mikrobiologickych kritérii ve vzorku mletého masa ...32
4.3.2.1. Kritérium hygieny vyrobniho procesu..........ccecceevveriiieniieiiienieeiieneeans 33
4.3.2.2. Kritérium bezpeCnosti POIIraAVIN .......ccocveeerieeeriieeieeereeeieeeeireeevee e 35

4.4.  Metodika izolace Cistych bakteridlnich kultur............cccccoeviiiiiiiiniie. 38
4.4.1. Popis kultivacnich znakl Kolonii.........ccceoeeviniiniiiiniiniiiicccecee, 39
4.4.2. Charakteristika morfologickych znakl buné€k a kontrola Cistoty ................. 40
4.42.1.  Gramovo DArVeN .......cccueeieiriiieiieiieeiie ettt 41
4.4.2.2. Dalsi mikroskopické preparaty .........ccceevcvieerieeeniieeieeeeeeee e 43

4.4.3. Overeni identity odebranych izolatl............cooveeiieiiiiiiiiiieieeeee 44
4.4.3.1. Pouziti chromogennich me&dii..........cccceeviiiniiiiiiniiiieieeeee e, 44
4.43.1.1. Tryptonovy agar se zlucovymi solemi a X-glukuronidem............. 45
4.43.1.2. Brilliance Salmonella agar..............ccccoeevveeeviieenciieeeieeeieeeeeeeeenn 46
4.4.3.1.3. Chromogenni agar pro Salmonella spp. s esterdzovou aktivitou....47
4.4.3.1.4. Metodika inokulace kultur na chromogenni média......................... 48

4.4.3.2. Pouziti konfirmaCnich t€ST .. .coeeeeeeeeeeee e 50



4.43.2.1. Metodika k provedeni COLIteStU .......ceeevvieeriieeiiieeiie e 51

4.4.3.2.2. Metodika k provedeni Salmonella Test Kitu ...........ccoeevevvrennennnee. 52

4.4.3.3. Dalsi imunochemické testy pro detekci bakterii..........ccoeeveerveecriennnnne. 55
4.4.3.3. 1. ELISA ettt e 55
4.43.3.2. Imunochromatografické testy .........cccccvureririieriiiiiniiieeeiee e 56

4.4.4. Dalsi metody detekce a identifikace bakterii..........cccceverieriievieenieeniiennnene, 57
4.4.4.1. Molekuladrné-biologické metody ..........ccoeevieeiiieniiiiiiiiiciiee e 58
4.44.2. Instrumentalni metody — MALDI-TOF MS ......c.ccooviiiiiiiiieeeeeee. 59
4.4.4.2. 1. PrINCIP cteeieeieieeieeie ettt ettt st et ettt e e e e s e s e enseeneenees 60
4.4.42.2. MetodiCKE POSTUPY ...eeeevieiieriiieiieeieeiee e et eeve e e e sere e saeesseeeenes 62
4.4.4.2.3. Metodika identifikace bakteridlnich izolatd z mletého masa......... 65

4.5.  Shrnuti vSech ziskanych vysledkl..........cocoviriiiniininiinicee 66

5. Mikrobiologickd analyza syrového mléka............ccccooiiiiiiiiiniii, 68
5.1 LegiSlativid HMIEY....c.eeiiiieiiiiiieiiecie ettt 68
5.2.  Kultivaéni stanoveni vybranych skupin mikroorganismi.............ccccceeeveennennne. 73
5.2.1. Metodika mikrobiologické analyzy deskovou metodou............ccceeuvennennnee. 73
5.2.2. Metodika mikrobiologické analyzy miniaturizovanymi testy ..................... 76
5.2.2.1. MIKIODItESEY ..eeeiiiieiiieeiie ettt e e s en 76
5.2.2.20 Petrifilm c.oooiiiiiii e 79

6. Rezidua biologicky aktivnich latek v potravindch...........ccccoooiiiiiniiiiiiiiii 81
6.1, RUOStOVE SMUIALOTY ....eeiiiiiieiiiiiiieieceteete e e 83
6.2.  VeterinArni IECIVA.......coiiiiiiiiiiiiee e 84
6.3.  Stanoveni rezidui antibiotik v zZivo¢iSnych produktech............cccccoevriiininnnnn 85
6.3.1. Metodika stanoveni rezidui antibiotik ve vzorcich kufeciho masa.............. 87

7. Dusitany @ dUSICNANY ...cc.eooviriiiiiierieeeeet ettt et 88
7.1, Toxicita dusiénanll @ dusitanil ..........coceeeiieiienieenienie e 89
7.2, LegiSlativid IIMILY.....cccuiieiiieeciieeiee e e e 90
7.3.  Metodika stanoveni dusi¢nant a dusitanli v zelening.............ccccoceevereenennnene 92

8. FalSOVANT POTAVIN ...eouiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt et aee e e e 93
8.1.  Metody kontroly pravosti (autenticity) potravin.........cceceeeeevveercreeeriveeerveesnnnen. 94
8.2.  Metodika prikazu ptidavku SKrobu v pepii.....ccccceevvieeciieeriiieeniieeiiee e 95
8.3.  Metodika priikazu pfidavku Skrobu v zakysané smetang .............ccccoevveenennnee. 97

0. POUZItE ZATOJC ..eeeeienieeiieeiie ettt ettt ettt ettt e et ete e neeenne 98

10. Seznam obrazkll @ tabULEK .....coooveemeeeee e 102



1. Mikrobiologicka laborator, bezpecnost prace a zakladni pojmy

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s principy fungovani mikrobiologické laboratore, se
zasadami bezpecné a aseptické prdce, s pouzivanim ochrannych pomiicek a sprdavnym
laboratornim postupem pri praci s mikroorganismy. Soucasti kapitoly je také objasneni
zdakladnich mikrobiologickych pojmii a terminologie, které jsou nezbytné pro porozumeéni

naslednym praktickym cvicenim.

Prace v mikrobiologické laboratofi se fidi zdsadami spravné laboratorni praxe (GLP;
Good Laboratory Practise) a souborem fady norem CSN a ISO, jejichZ cilem je zajistit ochranu
zdravi pracovniki a zaroven zabranit vnéjSi kontaminaci vzorkd. Provoz mikrobiologické
laboratote je podminén splnénim legislativnich a normativnich pozadavki. Zaméteni laboratofte,
pouzivané metody i analyzované vzorky musi byt vzdy v souladu s platnymi pravnimi ptedpisy
a technickymi normami.

Kazdy mikroorganismus muze predstavovat potenciadlni nebezpeci, proto je nezbytné
dodrzovat ptredepsané postupy a zdsady bezpecnosti prace. Plati, Ze se vSemi kulturami je nutné
pracovat s takovou opatrnosti, jako by se jednalo o patogenni mikroorganismy. Podle rizika
biologického materidlu, se kterym se pracuje, 1ze mikrobiologické laboratofe rozdélit do Ctyt
stupiii, konkrétné Biosafety Level (BSL) 1-4. Kategorie BSL-1 je urena pro praci
s nepatogennimi nebo jen minimdlné rizikovymi mikroorganismy (do této kategorie spada
vétsina studentskych vyukovych laboratofi), BSL-2 je urcena pro praci s mikroorganismy, které
mohou vyvolat onemocnéni u ¢lovéka, avSak obvykle nejsou vysoce nebezpecné a infekce je
lécitelna (do této kategorie patii nékteré vyzkumné laboratote), BSL-3 je urena pro praci
s vysoce rizikovymi patogeny pienaSenymi vzduchem, které mohou zpiisobovat zavazna nebo
smrtelnd onemocnéni (napt. Mycobacterium tuberculosis, virus zapadonilské horecky) a BSL-4
vyzaduje nejvyssi stupent biologické bezpecnosti a je urCena pro praci s vysoce nebezpecnymi
patogeny bez dostupné ucinné 1écby (napf. virus eboly, virus Marburg).

VSechna laboratorni cvi¢eni pfedmétu Hygiena a zdravotni nezadvadnost potravin budou
probihat v mikrobiologické laboratofi stupné BSL-1. 1 pfesto je nutné ke kazdému
mikroorganismu piistupovat jako k potencialné nebezpecnému a vzdy dodrzovat piedepsané
postupy bezpecnosti prace. Tyto zdsady jsou pro vSechny ucastniky laboratornich cviceni

zavazné a jsou detailnéji popsany v nasledujicich odstavcich.



Do laboratofe vstupujte pouze se souhlasem a pod dohledem vyucujiciho. Pfistup je
povolen jen proskolenym osobam. Pfed vstupem se piezujte a obléknéte Cisty bily pracovni plast
s dlouhymi rukévy. PIast musi byt vyroben z tkaniny s omezenou hoilavosti a nesmi byt
pouzivan mimo laboratof. Podle povahy prace pouzivejte 1 dalsi osobni ochranné prostredky
(rukavice, ochranné bryle, respirator atd.). Dlouhé vlasy musi byt sepnuté a pted praci si odlozte
hodinky a Sperky. V laboratofi je ptisn¢ zakazano jist, pit a koufit.

Ptfed zahajenim prace i po jejim ukonceni si vzdy dikladné umyjte ruce teplou vodou
amydlem, poté pouzijte dezinfekéni prostiedek. Na pracovni misto si odkladejte pouze
nejnutnéjsi pomicky. Nikdy nepipetujte sty a nevkladejte si do ust zadné predmeéty. Pii praci
s kulturami se vyvarujte mluveni, kaslani nebo kychéni nad otevienymi vzorky a zabranujte
tvorbé aerosolii (pipetovanim, manipulaci s klickami). VSechny své vzorky vzdy peclivé
oznacujte (nazev vzorku, den a €as cviceni, pracovni skupina).

Vzdy pracujte asepticky v blizkosti zapaleného kahanu. Nadoby otevirejte pouze na
nezbytné nutnou dobu a pied uzavienim je kratce ozehnéte v plamenu. Nedotykejte se sterilnich
¢asti rukama. PouZivejte pouze sterilni pomicky (klicky, pinzety, zatky apod.) a odkladejte je na
vyhrazena mista, nikoli na pracovni desku. Pokud dojde ke kontaminaci materidlu, vzdy ji
nahlaste, kontaminovany materidl oznacte a ulozte ho stranou od sterilniho. Se vzorky pracujte
tak, aby nedochazelo k jejich rozptyleni do okoli.

V piipad¢ jakéhokoliv poranéni, nevolnosti nebo kontaminace pracovni plochy okamzité
informujte vyucujiciho. Seznamte se s umisténim hlavniho ventilu plynu, hasicich pfistroji
a lékarnicky.

Pracovni plochu dezinfikujte pied zacitkem, po skonceni a také pii jakekoliv
kontaminaci vhodnym dezinfekénim roztokem. V nasi laboratofi se k dezinfekci a udrZzovani
aseptického prostiedi pouzivd 70% roztok etanolu, ktery je povaZzovadn za nejucinnéjsi
dezinfek¢ni koncentraci. Piitomnost vody zvySuje schopnost etanolu pronikat buné€nou sténou
mikroorganismil a denaturovat jejich proteiny. Vyssi koncentrace ethanolu (napt. 96—-100 %)
plisobi mén¢ efektivne, protoze zplisobuji okamzitou koagulaci proteinti na povrchu mikrobialni
bunky, ¢imz se zabrani dalSimu priniku alkoholu dovnitf buniky. Sedmdesatiprocentni etanol
ucinné ni¢i vegetativni formy bakterii, kvasinky, plisné a obalené viry, avSak neni G¢inny proti
bakterialnim sporam. V laboratotich se pro dezinfekci bézné pouziva denaturovany etanol, do
kterého jsou piidavdna mald mnoZstvi denaturacnich cinidel (napf. metanol, isopropanol,
methylethylketon nebo bitrex). Tyto pfisady €ini etanol nepitnym a toxickym, coZ zabranuje jeho

zneuziti a zaroven osvobozuje vyrobek od spotiebni dan€, a jeho pouzivani v laboratofich je tedy
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ekonomicky vyhodnéjsi. Poziti denaturovaného alkoholu je vysoce nebezpecné. Muze vést
k tézké otravé, slepoté nebo i1 smrti, v zavislosti na pouzitém denaturacnim c¢inidle. Pro praci
v mikrobiologické laboratofi je dale dilezité si uvédomit rozdil mezi dezinfekci a sterilizaci.
Zatimco 70% etanol je urcen pro dezinfekci povrchll a pomtcek, nikoli pro jejich sterilizaci,
absolutni etanol (96—100%) se pouziva pro opal kovovych nastroju, tedy jejich sterilizaci. Vyssi
koncentrace alkoholu je v tomto pfipad¢ nezbytna, protoze voda v 70% ethanolu brani hofeni.
Absolutni etanol umoznuje vytvorit stabilni, Cisty a dostate¢né¢ horky plamen o teplotach az
850 °C, ktery zajisti ucinnou sterilizaci kovovych nastrojii (napt. bakteriologickych kli¢ek nebo
jehel).

Kontaminované pomiicky ukladejte do specidlnich nadob. Veskery biologicky odpad
musi byt pfed likvidaci dekontaminovan. Laboratof opoustéjte az po odevzdani své prace
vyucujicimu a dikladném uklidu vSech pracovnich ploch, které jste pouzivali. To plati také pro
mikroskopy, které musi byt po praci vzdy vycistény a vypnuty. Dodrzovanim téchto zasad

zajistite bezpecny pribéh cviceni a ochranu sebe i ostatnich.

S rutinni praci v mikrobiologické laboratofi souvisi nésledujici zakladni terminologie,
kterou je nezbytné si osvojit, stejné tak je diileZita orientace v legislativnich dokumentech, které

ptimo souvisi s kontrolou kvality a bezpecnosti potravin:

anaerostat je uzaviratelna kultivacni naddoba, ve které lze vytvofit a udrZovat anaerobni

podminky, tedy bez ptitomnosti kysliku. Anaerobniho prostiedi 1ze dosdhnout chemickou

reakci (napf. pomoci generatorti plyntl) nebo odsatim vzduchu a jeho ndhradou inertnim

plynem (napt. dusikem nebo oxidem uhli¢itym);

- asepse je soubor opatifeni zabranujicich vneseni nezddoucich mikroorganismt do
prostiedi, vzorku ¢i kultury;

- analytické vahy jsou vysoce pfesnym piistrojem uréenym k vaZeni malych mnoZstvi
latek s presnosti na 0,1 mg nebo vyssi;

- automaticka pipeta je presny davkova¢ malych objemu kapalin (uL-mL), vybavena
vyménitelnymi plastovymi Spickami;

- bakteriologicka jehla je kovova nebo jednorazova plastova jehla pouzivana k inokulaci
mikroorganismi, zejména pii praci s pevnymi médii (vpichova inokulace);

- bakteriologicka kli¢ka je kovovy nebo jednordazovy plastovy nastroj zakonceny ockem,

slouzici k pfenosu mikroorganismil a roztirani vzorku po povrchu agarovych médii;



centrifuga je laboratorni pfistroj vyuzivajici odstiedivou silu k oddélovani castic podle
jejich hustoty (napt. bun¢k od média, srazenin od supernatantu);

dezinfekce je proces niceni vegetativnich bun¢k a mén¢ odolnych forem mikroorganismt
(nikoliv vSech spor) pomoci fyzikélnich ¢i chemickych prostiedk;

homogenizace vzorku je proces rovnomérného rozptyleni vSech slozek vzorku, obvykle
mechanickym nebo fyzikdlnim zpisobem (napf. michdnim, tfepanim, drcenim). Cilem je
ziskat reprezentativni, jednotnou suspenzi pro mikrobiologické, chemické nebo fyzikalni
analyzy;

injek¢éni stiikacka je pomtcka k pfesnému déavkovani kapalin, nékdy vyuzivana
v mikrobiologii k pfenosu roztokt a inokulaci;

inkubace je udrZzovani inokulovaného vzorku v podminkéach (teplota, atmosféra, cas),
které umoziuji rist a mnozeni mikroorganismu;

inkubator je zafizeni s fizenou teplotou (pfipadné i vlhkosti ¢i obsahem CO-), pouzivané
k inkubaci mikroorganismil za optimalnich podminek;

inokulace (o¢kovani) je asepticky pfenos inokula (zivych bunék ur¢itého mikrobialniho
kmene) do sterilniho Zivného média;

inokulum je mnozstvi mikrobidlni kultury pfenesené do sterilntho média za Ucelem
zahdjeni rastu;

izolace mikroorganismu je oddéleni a ziskani cCisté kultury (kultury jednoho druhu)
z mikrobialni smési;

kolonie je viditelny shluk bunék vznikly pomnoZenim jediné mikrobialni bunky nebo
malé skupiny bunék na pevném médiu;

kontaminace je nezadouci pfitomnost cizich mikroorganismil v prostiedi, vzorku nebo
kulture;

kultivace je fizené péstovani mikroorganismi na specidlnich Zivnych ptadach (pevné
agary, tekutd média);

kultivaéni podminky jsou souhrnem faktori, které ovlivilyji rist, mnoZeni
a metabolickou aktivitu mikroorganismua (napfiklad teplota, pH, obsah kysliku, vlhkost,
sloZzeni zivného média, inkubacni doba a intenzita osvétleni). Spravné nastaveni téchto
parametri je klicové pro uspéSnou kultivaci cilového mikroorganismu;

kvalitativni analyza je analyticky postup, jehoZz cilem je zjistit pfitomnost nebo
nepiitomnost ur¢itého mikroorganismu, latky nebo vlastnosti ve vzorku, bez urceni jejiho

mnozstvi (napft. pritkaz salmonel v potraving);

10



kvantitativni analyza je analyticky postup, ktery umoziuje stanovit mnozstvi nebo

koncentraci urcit¢ého mikroorganismu ¢i latky ve vzorku. V mikrobiologii se obvykle

vyjadiuje jako pocet kolonii tvoficich jednotku (KTJ; Colony Forming Units, CFU) na

jednotku hmotnosti nebo objemu vzorku (napt. KTJ/g, KTJ/mL).

legislativni dokumenty jsou oficidlni pravni a technické ptedpisy, které stanovuji

pozadavky na bezpec¢nost, kvalitu a postupy v potravinaistvi a mikrobiologii:

o evropské pravni predpisy — potravinové pravo je v EU harmonizovéano. To

znamend, ze vSechny clenské staity musi dodrZzovat prédvni ramec stanoveny

Evropskou unii (EU). Tyto pravni akty maji rizné stupné zavaznosti:

narizeni (regulation) je ptimo zavazny pravni akt, ktery plati ve vSech
¢lenskych statech EU bez nutnosti pfijeti narodni tpravy. Clenské staty
jsou povinny nafizeni ptfimo uplatiiovat;

smérnice (directive) stanovuje cile, kterych musi ¢lenské staty dosahnout,
ale ponechéava jim volnost pii volbé zptsobu provedeni. Smérnice se tedy
musi prevést do narodniho prava (napt. zakonem nebo vyhlaskou);
rozhodnuti (decision) je zavazné pouze pro ty subjekty (stat, organizaci,
firmu), kterym je urceno;

doporuceni a stanoviska (recommendations and opinions) jsou pravné
nezévazné dokumenty, které maji poradni nebo interpretacni charakter,
Casto vydavané Evropskou komisi nebo Evropskym ufadem pro
bezpecnost potravin (napf. védecka stanoviska k ADI nebo MRL

hodnotam);

o narodni pravni predpisy — evropska legislativa mé pfednost pfed narodni — tedy

v piipadé rozporu plati p¥imo natizeni EU. Ceska legislativa dopliuje a technicky

provadi evropska ustanoveni tam, kde EU ponechava prostor pro narodni upravu

(napf. stanoveni dozorovych organi, sankci, implementace smérnic):

zakon je zakladni pravni pfedpis schvaleny Parlamentem CR, ktery
stanovuje rdmcové povinnosti a principy (napt. zdkon €. 110/1997 Sb.,
o potravinach a tabakovych vyrobcich);

vyhlaska je provadéci pravni predpis vydany ministerstvem, ktery
uptesiiuje konkrétni pozadavky stanovené zakonem (napt. vyhlaska

¢. 289/2007 Sb., o veterinarnich a hygienickych pozadavcich na Zivocisné
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produkty, které nejsou upraveny piimo pouzitelnymi ptedpisy Evropskych
spoleCenstvi);
- norma (CSN, ISO, EN) je technicky dokument, ktery specifikuje
standardizované postupy, definice a metody zkouseni (napi. CSN EN ISO
4833-1 — Mikrobiologie potravinového fetézce — Horizontalni metoda pro
stanoveni po¢tu mikroorganismii — Cast 1: Technika pfelivem a pocitani
kolonii vykultivovanych pti 30 °C). Normy nejsou pravné zavazné, pokud
na n¢ zékon ¢i vyhlaska vyslovné neodkazuje;
odmérny valec je sklenénd nebo plastova valcovitd nadoba s ryskou ur¢ena k méteni
objemt kapalin;
pasteurova pipeta je sklenénd nebo plastova pipeta s kapilarnim hrdlem, casto
pouzivana k pfenosu mens$ich objemd;
patogen je mikroorganismus schopny vyvolat onemocnéni u hostitele;
oportunni patogen je mikroorganismus, ktery obvykle nezplisobuje onemocnéni, ale
muze vyvolat infekci u oslabeného hostitele nebo za specifickych podminek;
sérologicka pipeta je pipeta kalibrovand pro presné meétfeni objemu (0,1-50 mL),
pouziva se spolu s pipetovaci pomtickou (balonek, pipetboy);
sterilizace je uplné zniceni vSech mikroorganismi vcetné spor (napt. autoklavovanim,
suchym horkym vzduchem, filtraci ¢i ionizujicim zafenim);
sterilni material je materiadl, nastroj nebo pomicka, ktery neobsahuje Zadné Zivé
mikroorganismy, véetné jejich spor. Sterilita se dosahuje fyzikalnimi (napt. plisobenim
suchého ¢1 vlhkého tepla, autoklavovanim, filtraci nebo zafenim) nebo chemickymi
metodami. Veskery sterilni material musi byt po sterilizaci uloZen v uzavienych, ¢istych
obalech a oteviran pouze asepticky tésné pied pouzitim, aby nedoslo ke kontaminaci;
vodni lazen je zafizeni udrzujici konstantni teplotu pomoci ohfaté vody, vyuzivané napft.
k udrZeni teploty kultiva¢nich agarovych médii, zahtivani vzorkti nebo jejich inkubaci pti
definované teplot¢;
vortex je laboratorni pfistroj slouzici k rychlému promichani malych objemt kapalin ve

zkumavkach pomoci vifivého pohybu.
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Uzitecné odkazy:

» Laboratory Biosafety Manual, fourth edition. World Health Organization, Geneva (2020):
https://ivis.who.int/bitstream/handle/10665/337956/978924001 131 1-eng.pdf?sequence=1

» The principles of Good Laboratory Practice (GLP) ensure the quality and validity of data generated
by testing chemicals. The principles were elaborated by the Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD) and incorporated into EU law through the GLP directives, together with
the revised OECD Guides for Compliance Monitoring Procedures for GLP: https://single-market-
economy.ec.europa.eu/sectors/chemicals/good-laboratory-practice_en

2. Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF)

Cilem této kapitoly je seznamit studenty se Systémem rychlého varovani pro potraviny a krmiva
(RASFF), jeho historii, principy fungovani, legislativnim zakotvenim a strukturou v ramci EU
i Ceské republiky. Diraz je kladen na vyznam systému pro ochranu zdravi spotiebitelii a na

schopnost prace s hlasenimi RASFF. Z téchto informaci poté vyplyva zadani semestralni vkolu.

Evropska unie (EU) disponuje souborem platnych pravnich predpist, které ji umoznuji
kontrolovat a zajiStovat bezpecnost potravin. Tyto normy jsou znacné piisné a samotnd Uroveil
bezpecnosti potravin je v ramci svétového méfitka v EU na velmi vysoké trovni. V ramci
nastrojii bezpecnosti potravin byl v roce 1979 zfizen Systém rychlého varovani pro potraviny
a krmiva (RASFF; Rapid Alert System for Food and Feed), ktery dodnes slouzi k rychlé vyméné
informaci mezi ¢lenskymi zemémi a organy pro bezpecnost potravin o zdravotnich rizicich
pochézejicich z potravin nebo krmiv pro okamzZité pfijmuti opatieni k odvraceni rizika. Pivodné
byl RASFF pouze dobrovolnym nastrojem spoluprace fungujicim na zaklad¢ politické dohody
Evropského spoleCenstvi se zaméfenim na naléhavd varovani tykajici se potravin, ktera se
pozdé&ji rozsifila 1 na krmiva. AZ v roce 2002 byla existence systému kodifikovana s povinnym
zapojenim Clenskych statd. Pravnim zdkladem RASFF byl clanek 50 Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 (General Food Law), kterym byly stanoveny obecné zasady
a pozadavky potravinového prava, byl ziizen Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (EFSA;
European Food Safety Authority) a byly stanoveny postupy tykajici se bezpecnosti potravin.

K vyméné informaci dochazi nepfetrzit¢ a naléhavd oznameni jsou odesilana, pfijimana
a efektivné zodpovézena hromadné v ramci celého systému. Rada rizik pochazejicich z potravin
je timto zptisobem tedy odvracena diive, nez zpusobi Skodu, a je tak 1 soucasti strategie ,,From
Farm to Fork*. RASFF umoziuje rychlé a u¢inné sdileni informaci o nebezpecnych potravinach

nebo krmivech mezi ¢leny systému, do nichZ patii Evropska komise (EK), ¢lenské staty EU,
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EFSA a zem¢ Island, Lichtenstejnsko a Norsko pattici do Evropského sdruzeni volného obchodu
(EFTA; European Free Trade Association) prosttednictvim Clenstvi v Evropském hospodarském
prostoru (EHP; European Economic Area, EEA,) s koordinaci ptes Sekretariat EFTA (EFTA
Secretariat). Svycarsko se od 1. 1. 2009 Gcastni RASFF pouze ¢asteéné, a to vyhradng v piipadé
odmitnuti dovozu zivoc¢isného ptivodu na hranicich.

Ve vsech Clenskych statech a EK byla vytvofena kontaktni mista, mezi nimiz probiha
vymeéna informaci o nebezpeCich v potravinach a krmivech. Pokud ma né¢ktery ¢len RASFF
informace o zavazném zdravotnim riziku, musi prostfednictvim RASFF okamzit¢ informovat
EK. EK poté vyhodnocuje vSechna ptichozi hlaseni a predava je dal vSem clenim RASFF
prostiednictvim jednoho ze &tyt typti ozndmeni (Tabulka 1). Clenové systému pak provedou

kroky podle typu oznameni a okamzité informuji EK o pfijatych opatienich.

Tabulka 1: Typy oznameni vydané EK

VAROVANI Rizikovy vyrobek ptredstavujici vdznd piimad nebo
(Allert Notification) nepiima rizika pro zdravi lidi nebo zvifat jsou
nabizena spotiebitelim ke koupi a je tedy nutné
rychle jednat a okamzité zajistit navazné kroky
v souladu s pravnimi ptfedpisy a zdvaznymi normami.
INFORMACE Rizikovy vyrobek nespliiuje nékteré chemické,
(Information Notification) fyzikalni nebo biologické poZzadavky na zdravotni
nezavadnost. Riziko neni povazovano za zavazné,
protoze neni pravdépodobny vznik akutnich
nepifiznivych zdravotnich nasledkli, a proto se
nevyZaduje bezprostfedni zasah (rizikovy vyrobek jiz
neni na trhu nebo se na mistni trh viibec nedostal).

ODMITNUTI NA HRANICICH | Zasilky potravin a krmiv, které byly testovany

(Border Rejection Notification) a odmitnuty z divodu zdravotniho rizika na vnéjSich
hranicich EU (a EHP).

NOVINKY Veskeré informace tykajici se bezpeCnosti vyrobkd,

(News Notification) které nebyly oznameny Cclenskym stitem jako

varovani, informace nebo odmitnuti na hranicich,
avSak jsou povaZzovany za vyznamné pro kontrolni
organy c¢lenskych stati.

Pozn.: Rizikovy vyrobek — potravina, krmivo nebo material ¢i pfedmét ur€eny pro styk
s potravinami (FCM, Food Contact Materials); EHP (European Economic Area, EEA) —
dohoda rozsitujici ¢asti jednotného trhu EU na nekteré zemé EFTA; zahrnuje Island,

Lichtenstejnsko a Norsko, ale ne Svycarsko; ¢lenské stity EHP musi dodrzovat pravidla EU
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tykajici se vnitfniho trhu, aby mély ptistup k jednotnému trhu EU; EHP umoziuje volny

pohyb zbozi, sluzeb, kapitalu a osob mezi ¢lenskymi staity EU a EHP.

V Ceské republice je fungovani RASFF upraveno Nafizenim vlady &. 98/2005 Sb.,
kterym byl stanoven systém rychlého varovéani o vzniku rizika ohrozeni zdravi lidi z potravin
a krmiv. Systém RASFF v CR funguje v souladu s ustanovenim § 18 odst. 2 Zakona &. 110/1997
Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakon,
ve znéni pozd¢jsich predpisi, a § 16b Zakona ¢. 91/1996 Sb., o krmivech, ve znéni pozd¢jsich
predpist. Dal$im souvisejicim legislativnim dokumentem je usneseni vlady CR ¢&. 323 ke
Strategii bezpec¢nosti potravin a vyzivy 2030, jehoz hlavnim cilem je zajisténi vyroby a uvadéni
pouze bezpeénych a kvalitnich potravin na trh a posileni ochrany spotiebiteld. Strategie
stanovuje opatfeni pro zajiSteni dlouhodobé udrzitelnosti a funkénosti systému bezpecnosti
potravin a klade diraz na efektivni spolupraci mezi zapojenymi subjekty a organy statni spravy.

Detailni uprava ukolii ¢lena RASFF je poté upravena v dokumentu Metodicky postup
prenosu informaci v ramci systému RASFF v CR, ktery je zavazny pro vSechny &leny sité
RASFF v CR a jsou v ném také definovany vnitini postupy jednotlivych tstfednich organi statni
spravy. Ceskym narodnim kontaktnim mistem (NKM) pro RASFF je Statni zemédélska
a potravinaiska inspekce (SZPI) se sidlem v Brné. Pracovnik NKM zastupuje CR na jednanich
Pracovni skupiny pro RASFF pii EK, kde je feSena organizace jednotnych postupl systému
RASFF v ramci EU. NKM daéle soustied’uje informace od vSech dozorovych organti nad
potravinami a krmivy v CR. Ministerstvo zeméd&lstvi (MZe), Ministerstvo zdravotnictvi (MZ),
SZPI, Statni veterinarni sprava (SVS), Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky
(UKZUZ), Statni tfad pro jadernou bezpeénost (SUJB), celni organy, organy veterinarniho
dozoru a organy ochrany vefejného zdravi jsou &leny sité RASFF v CR. Pokud néktery z téchto
dozorovych organt zjisti vyskyt nebezpecného vyrobku, NKM neprodlené ptedavéa informace
EK. CR je poté zpétné informovana o kontrolnich zjisténich v &lenskych statech EU. Cely
systém v CR je koordinovan MZe (sekretariat Koordina¢ni skupiny bezpeénosti potravin, Odbor
bezpecnosti potravin) v sou¢innosti s MZ.

Na vefejn¢ dostupnych strankach Informac¢niho centra bezpecnosti potravin (soucast
Odboru bezpecnosti potravin MZe) jsou zvetfejiovany tydenni piehledy notifikaci v ramci
systtmu RASFF zpracované na zékladé ptehledi vydanych EK. MZe navic pravidelné
zpracovava také Zpravu o ¢innosti systému RASFF v CR. Zprava obsahuje vysvétleni fungovani
systému, zhodnoceni funk¢nosti systému, textové a grafické vyhodnoceni jednotlivych typt
oznameni a toxikologicky slovnicek.
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Uzitecné odkazy:

» Informacni centrum bezpecnosti potravin — Systém rychlého varovdni pro potraviny a krmiva
(RASFF): https://bezpecnostpotravin.cz/system-rychleho-varovani-pro-potraviny-a-krmiva-rasff/

» European Commission, Food, Farming, Fischeries, Food Safety — Rapid Alert System for Food and
Feed (RASFF): https://food.ec.europa.eu/safety/rasff _en

» European Commission — RASFF Window: https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/screen/search

2.1.Zadani semestralniho ukolu — vypracovani RASFF hlaseni

r

Na predem zvoleny termin cviceni si pfipravte aktudlni referat/zajimavost z hlaSeni
v systému RASFF pro konkrétni tyden. Referat zpracujte jako kratkou prezentaci ¢i ustni sdéleni.
Pro nalezeni poZadovanych informaci vyuzijte uzitecné odkazy z ptedchozi kapitoly. Pfedmét
hlaSeni se nesmi opakovat v ramci cvi€eni, tedy smi byt prezentovan pouze jednou za semestr.
Lze se napiiklad zaméfit i na hlaseni s vysokou incidenci za urcité ¢asové obdobi ¢i naopak na

vzacna hlaseni a kuriozity s nizkou ¢etnosti apod.

3. Mikrobiologické pozadavky na potraviny

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s mikrobiologickymi pozadavky na potraviny a jejich
legislativnim ramcem. Kapitola objasnuje vyznam mikrobiologickych kritérii, terminologii
a principy jejich stanoveni. Soucasti je vysvétleni pojmu indikatorové mikroorganismy a jejich
role pri hodnoceni produkcni kvality a bezpecnosti potravin, coZ tvori teoreticky zdaklad pro

nasledujici laboratorni cviceni.

Bezpe€nost potravin je zékladnim principem evropské potravinové politiky, ktera
zahrnuje hygienu vyroby potravin, kontrolni mechanismy, monitoring potravnich fetézci
a bezpec¢nost krmiv. Na udrZeni funk¢nosti tohoto systému se vyznamné podili fada statnich
organizaci a instituci financovanych statem tvorbou legislativy, kontrolou zdravotni bezpecnosti
a kvality, aplikaci védeckych stanovisek do praxe, informovanim a vzdélavanim spotiebiteld.
Pro hodnoceni kvality potravin a krmiv je nezbytné dodrzovat limity a zdsady stanovené platnou
legislativou. Tyto predpisy je vzdy nutné interpretovat v aktualnim znéni, vcetné vSech
pozd¢jsich novelizaci.

Pozadavky na hygienu jsou stanoveny v tzv. hygienickém bali€¢ku, coz je soubor

natizeni Evropského parlamentu a Rady a nafizeni Komise upravujicich hygienické postupy

v potravinafstvi. Jeho cilem je zajistit, aby pii vyrob&, manipulaci a dalSich c¢innostech
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s potravinami nebyla ohrozena jejich zdravotni nezavadnost. Hygienicky balicek je tedy
souborem evropskych nafizeni, kterd jsou v praxi dopliiovana ndrodnimi piedpisy. Jako
nejvyznamnéjsi 1ze zminit: Nafizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich
pro potraviny, Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004 o hygiené potravin,
Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni hygienicka
pravidla pro potraviny zivocisného ptivodu. Z téchto dokumentl vychazi nasledujici informace
popsané v této kapitole.

Obecné platnym faktem je, ze potraviny nesmi obsahovat mikroorganismy nebo jejich
toxiny ¢i metabolity v mnozstvich, ktera predstavuji nepfijatelné riziko pro lidské zdravi.
V ramci téchto natizenich byly stanoveny obecné pozadavky na bezpecnost potravin, podle nichz
potravina nesmi byt uvedena na trh, neni-li bezpe¢na. Urceni mikrobiologickych kritérii je poté
vhodné pro stanoveni pfijatelnosti potravin a postupu jejich vyroby, manipulace a distribuce,
ajejich aplikace v praxi by méla byt nedilnou soucasti provadéni postupii zaloZenych na
zasadach analyzy rizik a kritickych kontrolnich bodt (HACCP; Hazard Analysis and Critical
Control Points) a dalSich opatfeni na kontrolu hygieny. Mikrobiologickd bezpe€nost tedy musi
byt zajistovana zejména prevenci, tzv. hygienou potravin (opatieni a podminky nezbytné pro
omezovani nebezpeci a pro zajiSténi vhodnosti potraviny k lidské spotfebé s piihlédnutim
k jejimu uréenému pouziti) a provozovatelé potravinatskych podnikd poté musi mikrobiologicka

kritéria vZdy dodrzovat. Kazdy ¢lensky stat navic musi zajistit také pravidelné ufedni kontroly.

Pro spravnou interpretaci téchto legislativnich dokumentd, je nezbytné rozumét

nasledujicim pojmam:

mikroorganismy jsou bakterie, viry, kvasinky, plisn¢, fasy, prvoci, mikroskopicti

cizopasni helminti a jejich toxiny a metabolity;

- mikrobiologické kritérium vymezuje piijatelnost produktu, partie potravin nebo procesu
na zakladé nepfitomnosti, pfitomnosti ¢i poctu mikroorganismi a/nebo na zakladé
mnozstvi jejich toxinl/metabolitii na jednotku/y hmotnosti, objemu, plochy ¢i partie;

- kritérium bezpecnosti potravin vymezuje piijatelnost produktu nebo partie potraviny,
které se vztahuje na produkty uvadéné na trh;

- kritérium hygieny vyrobniho procesu udava piijatelné fungovani vyrobniho procesu.

Toto kritérium se nevztahuje na produkty uvadéné na trh. Stanovi orienta¢ni hodnotu

kontaminace, pii jejimz ptekroceni jsou vyZadovana napravna opatfeni s cilem udrzet

hygienu procesu v souladu s potravinovym pravem;

17



- partie je skupina nebo soubor identifikovatelnych produktd ziskanych na zakladé¢
urc¢itého procesu za prakticky totoznych okolnosti a vyprodukovanych na urcitém misté
v ramci vymezeného produkéniho obdobi;

- doba udrznosti je obdobi piedchazejici bud’ datu ,,spotiebujte do*, nebo datu minimalni
trvanlivosti;

- potravina urcéena k primé spotiebé je potravina, kterd je producentem nebo vyrobcem
urena k pfimé lidské spotiebé, aniz by bylo nutné ji tepelné¢ upravovat ¢i jinak
zpracovavat za ucCelem ucinného odstranéni ¢i sniZzeni dotéenych mikroorganismii na
pfijatelnou uroven;

- vzorek je soubor tvofeny jednou nebo nékolika jednotkami nebo ¢ast materidlu, ktery/a
byl/a vybran/ a rliznymi zplUsoby z celku nebo z vyznamného mnoZstvi materidlu
a ktery/a ma poskytnout informace o daném znaku zkoumaného celku nebo materidlu
a ma tvoftit zaklad pro rozhodnuti o doty¢ném celku nebo materialu nebo o procesu, ktery
vedl k jeho vzniku;

- reprezentativni vzorek je vzorek, v némz jsou zachovany znaky partie, z niz je odebran.

Vzhledem k tomu, Ze se mikrobiologie potravin b&hem technologického zpracovani
a skladovani méni jak zkvantitativniho 1 kvalitativniho hlediska, a protoZze neni mozZné
vySetfovat vSechny suroviny, produkty a ndastroje na pfitomnost vSech nezadoucich
mikroorganismi, byly definovany tzv. indikatory mikrobiologické kvality a bezpecnosti
potravin. Jedna se o vybrané mikroorganismy a jejich metabolity, jejichz pfitomnost koreluje

s mikrobiologickym stavem a samotnymi procesy probihajicimi v potravinach.

3.1.Indikatorové mikroorganismy a metabolity

Suroviny, potraviny, stroje a nastroje pouzivané pro vyrobu potravin musi byt pravidelné
mikrobiologicky vySetfovany za ucelem kontroly dodrzeni spravnych technologickych postupti
vyroby pro zachovani jejich trvanlivosti a hygienické nezévadnosti. ProtoZze neni mozné
vySetfovat potravinarské produkty a pfedméty pouZzivané pro jejich vyrobu na v§echny nezadouci
mikroorganismy, byly vybrany tzv. indik4tory mikrobiologické kvality a bezpe¢nosti potravin.
Jedna se o vybrané mikrobidlni druhy nebo rody, jejichz pfitomnost a kvantita informuje
o mikrobiologickém stavu a procesech probihajicich v potravindch. U potravin, které prosly
technologickymi procesy, kterymi byly mikroorganismy zniCeny (sterilace, pasterace, filtrace,

ozafovani, pouziti hydrostatického tlaku apod.), které tudiZ neni mozné bézné pouzivanymi
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kultiva¢nimi metodami detekovat, se jako indikatory mikrobiologické kvality pouzivaji
mikrobialni metabolity. V nékterych ptipadech se metabolity stanovuji proto, ze jejich stanoveni
je jednodussi a efektivnéj§i nez stanoveni samotnych mikroorganismi. Indikatoroveé
mikroorganismy lze rozdé€lit na indikatory produkéni kvality a na indikatory bezpecCnosti

potravin.

3.1.1. Indikatory produkéni kvality

Indikatory produk¢ni kvality jsou organismy a jejich metabolické produkty, které jsou
v ur¢itém mnozstvi pfitomny v potravindch a indikuji pfedevsim kvalitu pouzitych surovin. Aby
indikatory produkéni kvality plnily své funkce, musi spliiovat tato kritéria: pfitomnost
v detekovatelném mnozstvi ve vSech potravinach (hlavné pii zhorSeni kvality); jejich rast
a mnozstvi jsou v negativni korelaci s kvalitou produktl; snadna stanovitelnost a odliSitelnost od
ostatnich mikroorganismii; rychla stanovitelnost, nejlépe béhem jednoho pracovniho dne; rozvoj
by nemél byt negativné ovlivnén jinymi mikroorganismy v potraving.

Obecné plati, ze nejspolehlivéjsi indikatory produkéni kvality se specificky vyskytuji
vurCittm produktu a jsou vétSinou spojovany srozvojem senzorickych vad nebo
technologickych problémil. V nasledujicim textu jsou uvedeny vybrané typické piiklady
mikrobialnich indikatori produkéni kvality pro konkrétni skupinu potravin, pfipadné napoja.

Acetobacter spp. a bakterie mlécéného kvaseni (BMK) jsou typickymi indikatorovymi
mikroorganismy u alkoholickych napoji. Acetobacter spp. konkrétné oxiduje etanol na kyselinu
octovou, kterd zplisobi nezadouci octovou pachut’ a zvysi kyselost, zatimco BMK metabolizuji
sacharidy na kyselinu mlé¢nou, kterd méni aroma a ovlivni pH produktu, a mize zptsobit i jeho
zakal a sediment. U chlebového kvasku je ptrikladem Bacillus spp., ktery zplsobuje vady
upeceného chleba, jak v konzistenci, tak chuti. Jako dalsi b&zn€ pouzivané indikatory lze uvést
Clostridium spp. utvrdych syri a masovych konzerv, ve kterych produkuje senzoricky
nezadouci plyny, Lactococcus lactis u syrového mléka, ktery zhorSuje jeho konzistenci a chut’,
a také Pseudomonas spp. u chlazenych masnych, rybich a mlé¢nych produktt, ve kterych svoji
proteolytickou a lipolytickou aktivitou zplsobuje osliznuti, barevné skvrny a zapach.
Mikroskopické plisent Byssochlamys spp. poté méni nezadoucim zpisobem konzistenci kompota
a zpusobuje zékal a kvasinky, obecné metabolizujici cukry na etanol a COy, které napiiklad
uovocnych koncentrath zplsobuji pénéni, zdkal, zménu chuti a aroma. Konkrétné
Zygosaccharomyces bailii je poté pouzivanym indikatorovym mikroorganismem u majonéz

a dresinku.
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Celkova mikrobiologicka kvalita dané¢ho produktu je pak funkci poctu ptislusného
mikroorganismu, ktery zplsobuje vady nebo kaZeni produktd. Trvanlivost potravin je mozné
prodlouzit omezenim rozvoje téchto mikroorganismi. Lze tedy konstatovat, ze mikrobialni
indikatory produké¢ni kvality jsou nezadouci mikroorganismy, jejichZ rozvoj zplisobuje ztratu
kvality produktu.

Mikrobiologicka kvalita potravin mtze byt dale hodnocena nebo predpovézena také na
zakladé¢ stanoveni metabolickych produkti, jakozto indikatori produkéni Kkvality,
specifickych pro urcity mikroorganismus. Typické piiklady téchto metabolitt v konkrétni
skupiné potravin a napoju jsou uvedeny v nasledujicim textu.

Metabolitem indikujicim kvalitu mrazenych ovocnych koncentratl je diacetyl, ktery je
metabolickym produktem bakteridlni ¢i kvasinkové fermentace zplsobujici nezddouci méselné
aroma. Dals$im ptikladem je etanol, ktery je produkovén mikroorganismy fermentujici sacharidy,
které se podileji na kazeni konzervovanych rybich produkti aovocnych dzust, u kterych
zpusobuje chutové vady. Kyselina mlécna je poté nejcastéji detekovanou organickou kyselinou
ve zkazenych zeleninovych konzervach. Té€kavé dusikaté latky (napf. amoniak, metylamin
a dimetylamin) jsou nezadoucimi vedlejSimi metabolickymi produkty rozkladu bilkovin
v masnych a rybich produktech, u kterych zpisobuji neptijemny zapach. Dalsim piikladem jsou
tékavé mastné kyseliny v mléénych vyrobcich, které vznikaji rozkladem tukli a zpisobuji
Zluknuti (aldehydy u maésla a zmrzlin) nebo jako produkty mikrobidlni fermentace (butyrat,
acetat apod.). VSechny tyto zmiflované metabolity mohou v potravinach zpiisobovat nezadouci
senzorické vady. Jako dalsi ptiklad mize byt uveden i acetoin, vznikajici jako vedlejsi produkt
fermentace, ktery vyznamné ovliviluje zménu aroma, kterd neni vzdy Zadouci. A stejné tak
sulfan, vznikajici pfi mikrobialni fermentaci sirnych aminokyselin v masnych, vajecnych
a mléénych produktech, zpiisobuje nezddouci zapach po zkaZenych vejcich.

Nékteré¢ zdroje fadi k metabolickym indikatorim produkéni kvality i toxické biogenni
aminy (putrescin, kadaverin a histamin). Jednd se o metabolity Casto detekované zejména
v potravinach zivo€isného plvodu, jako jsou masové a rybi konzervy. Vznikaji jako produkty
rozkladu bilkovin a mikrobidlni fermentace. Histamin vznik4d dekarboxylaci aminokyselin
(zejména histidinu) plisobenim bakteridlnich enzymt béhem rozkladu potravin, zejména ryb. Pii
konzumaci potravin s vysokym obsahem histaminu mize dojit k hypersenzitivni reakci
organismu, nebot’ histamin ptsobi jako lokadlni mediator alergickych reakci. Vzhledem k tomu,
ze histamin ptedstavuje riziko vysokého toxického ucinku na lidské zdravi, 1ze ho zatadit na

pomezi s indikatory bezpec¢nosti potravin.
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3.1.2. Indikatory bezpecnosti potravin

Druhou skupinou indikatorovych mikroorganismu jsou indikatory bezpecnosti potravin,
které se stanovuji pro zajisténi zejména hygienické kvality a zdravotni nezdvadnosti potravin.
Jedna se o mikroorganismy, které v potravinach nebo napojich doprovazi patogeny. Stejné jako
indikatory produkéni kvality musi byt snadno a rychle zjistitelné a jasn€ a jednoduse odliSitelné
od ostatnich mikroorganismti v potravindch. Mezi dalsi kritéria, ktera musi tyto mikroorganismy
splitovat, patii jest¢ dalsi podminky: musi byt pfitomny vzdy, kdyz jsou v potravin¢ pfitomny
patogenni mikroorganismy; jejich pocet by mél byt v pozitivni korelaci s potem patogentl; maji
stejné pozadavky na prostfedi a stejnou ristovou rychlost jako patogeny; maji Zivotnost nejméne
stejnou, nebo o néco delsi nez patogeny; nesmi byt pfitomny v potravinach, které neobsahuji
patogenni mikroorganismy.

Jako ptiklad mikroorganisml indikujicich bezpecnost potravin lze uvést indikatory
fekalniho zneciSténi. Kontaminace potravin a pitné vody fekdlnimi bakteriemi ptedstavuje
velmi zdvazné zdravotni riziko, protoze vétSina patogennich bakterii zplisobujicich alimentarni
onemocnéni pochéazi praveé z traviciho traktu. Jako indikatory fekalniho znecisténi se vyuzivaji
nejcastéji enterokoky, koliformni bakterie, zejména pak Escherichia coli (E. coli). Vyhodou
téchto bakterii je jejich rychld a snadna detekce a zejména to, Ze jsou pravidelnou a pocetnou

soucasti stfevni mikrobioty.

Uzitecné odkazy:

» Online portal Ministerstva zemédeélstvi, Potraviny — Hygiena potravin:
https://mze.gov.cz/public/portal/mze/potraviny/hygiena-potravin

» Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny: hitps://eur-
lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:02005R2073-20200308

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 852/2004 o hygiene potravin: https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX%3A432004R0852

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 853/2004 o zvidstnich hygienickych
pravidlech pro potraviny Zivocisného puvodu: https.//eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/?uri=celex%3A432004R085 3
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4. Mikrobiologicka analyza mletého masa

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s legislativnimi pozadavky na mikrobiologicka kritéria
v mletém mase a s metodikou jejich laboratorniho stanoveni. Studenti si prakticky osvoji postupy
kultivacni analyzy, izolace cistych bakterialnich kultur a jejich konfirmacni identifikace pomoci
biochemickych a chromogennich testii i dalSich modernich metod, jako je MALDI-TOF MS.
Soucasti kapitoly je také vypracovani zkusebniho protokolu simulujiciho vystup z akreditované
laboratore, v nemz si studenti procvici schopnost spravné interpretovat a porovnavat ziskana

data s platnymi legislativnimi limity.

4.1. Legislativni limity

Mikrobiologickou kvalitu masa stanovuje Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, kterym se
méni nafizeni (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny. V ramci
praktického laboratorniho cvieni bude proveden mikrobiologicky rozbor mletého veptfového
masa, ve kterém budou stanoveny kritéria hygieny vyrobniho procesu a bezpecnosti potravin.
Pro jednotlivé analyzy musi byt vzdy dodrzeny metodické postupy uvedené v nejnovéjSim
vydani ptislusnych norem. Stejné tak vysledky musi byt srovnany s aktualné platnym natizenim.
V tabulkach jednotlivych kapitol daného nafizeni tykajicich se mikrobiologickych kritérii jsou
obsazeny pojmy a zkratky, kterym je dilezité rozumét:

- n = rozsah vybéru (pocet jednotek tvoricich vzorek), tj. pocet vzorkd uréenych

k vysetfeni, jehoZz ucelem je rozhodnout, zda posuzovanad SarZe vyrobku (nebo jeji
kontrolovana ¢ast) bude posouzena jako vyhovujici nebo nevyhovujici stanovenym
mikrobiologickym pozadavkim;

- m = mnozstvi mikroorganismu, kter¢ se ptipousti u vSech vzorki n;

- M = mnozstvi mikroorganismi, které se jesté piipousti u poctu vzorkt, ktery je nizsi

nebo se rovna c;
- ¢ =rozhodné ¢islo, tj. pocet vzorkd z vybéru n, u nichz se piipousti hodnota M;
- pokud se u vSech vzorkl z vybéru n ptipousti pouze hodnota m (M se neptipousti), je

hodnota ¢ vyjadifena nulou a hodnota M proskrtnutim.

V Kapitole 2. Kritéria hygieny vyrobniho procesu Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007 je
obsazeno pét dil¢ich podkapitol, konkrétné 2.1 Maso a vyrobky z néj, 2.2 Mléko a mlécné

vyrobky, 2.3 Vajecné vyrobky, 2.4. Produkty rybolovu a 2.5 Zelenina, ovoce a vyrobky z nich.
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Vzhledem k zaméfeni praktického cvi¢eni na mikrobiologickou analyzu mletého masa bude
v nasledujicim textu prezentovana a detailnéji rozebrana podkapitola 2.1 Maso a vyrobky z néj,
ktera obsahuje osm dil¢ich podkapitol. Limity pro mleté maso, které jsou uvedeny v Tabulce 2,

se nicmén¢ zabyva pouze jedna z nich.

Tabulka 2: Kritéria hygieny vyrobniho procesu tykajici se mletého masa

Plan odbé icka
. . Mikro- an odbéru Limity Analytlcvkz’l
Kategorie potravin ] vzorku referencni
organismy
n c m M metoda
2.1.6 Mleté maso Pocet kolonii
EN/ISO
aerobnich 5 2 5x10°KTJ/g | 5% 10°KTl/g 4833
mikroorganismi!
EN/ISO
2
E. coli 5 2 50KTJ/g 500KTJ/g 16649-1/2

Pozn.: Uvedena mikrobiologicka kritéria se vztahuji na produkty na konci vyrobniho
procesu. n = rozsah vybéru; m = mnozstvi mikroorganismu, které se ptipousti u vSech
vzorkd n; M = mnozstvi mikroorganismu, které se jesté pripousti u poctu vzorki, ktery je
niz§i nebo se rovna c¢; ¢ = rozhodné ¢islo, tj. pocet vzorkd z vyberu n, u nichz se ptipousti
hodnota M; 'Kritérium pocet kolonii aerobnich mikroorganismi se nevztahuje na mleté
maso vyrobené na trovni maloobchodu, pokud je udrznost vyrobku nizsi nez 24 hodin;

*Kritérium E. coli slouzi jako indikator fekalni kontaminace ve vzorku.

Vysledky vySetfeni vypovidaji o mikrobiologické jakosti vySetfovaného procesu.
Interpretace vysledkl vySetieni — pocet kolonii aerobnich mikroorganismti a E. coli v mletém
mase, masnych polotovarech a strojn¢ oddéleném mase:

- vyhovujici, pokud jsou vSechny zjis§téné hodnoty < m;
- pfrijatelny, pokud se nejvySe c¢/n hodnot nachdzi mezi m a M a zbyvajici zjisténé
hodnoty jsou < m;
- nevyhovujici, pokud je jedna nebo vice zjiSténych hodnot > M nebo se vice nez
¢/n hodnot nachazi mezi m a M.
V ptipad€ nevyhovujicich vysledkll je opatfenim zlepSeni hygieny vyroby a zlepSeni

v oblasti vybéru a/nebo piivodu surovin.

V Kapitole 1. Kritéria bezpe¢nosti potravin Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007 je
uvedeno 27 dil¢ich kategorii potravin, ve kterych se sleduji rliznd kritéria bezpe€nosti potravin,

konkrétné Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Cronobacter sakazakii (Enterobacter
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sakazakii), E. coli a histamin. Limity pro mleté maso, které jsou uvedeny v Tabulce 3, jsou

stanoveny pro tfi kategorie potravin.

Tabulka 3: Kritéria bezpecnosti potravin tykajici se mletého masa

Plan odbé Analyticka
. ) Mikro- an ocberu Limity naly 1cv il
Kategorie potravin . vzorku referen¢ni
organismy
n c m M metoda
1.4 Mleté 2
ele maso amasne — — \ uimonella Nepiitomnost | EN/ISO
polotovary urcené ke spotiebé za 5 0
spp. vi0og 6579
syrova
1.5 Mleté maso a masné
polotovary vyrobené z dritbeziho | Salmonella 5 0 Nepfitomnost EN/ISO
masa urcené ke spotrebé v spp. v25¢g 6579
tepelné upraveném stavu
1.6 Mleté maso a masné
lot bené z jinych
poto fvar{) vyroo enve zl"fyc , Salmonella Nepritomnost EN/ISO
druhiu nez 7 dritbeZe, urcené ke 5 0
. . , spp- viog 6579
spotiebé v tepelné upraveném
stavu

Pozn.: Uvedena mikrobiologicka kritéria se vztahuji na produkty uvedené na trh béhem doby
udrznosti vyrobku. Tucné je v tabulce zvyraznéna kategorie potravin a mikrobiologické
kritérium, které bude pti praktickém laboratornim cvieni hodnoceno u vzorku mletého
masa. m = mnozstvi mikroorganismd, které se pfipousti u vSech vzorkd n; M = mnozstvi
mikroorganismd, které se jesté piipousti u poctu vzorkd, ktery je nizs$i nebo se rovna c; ¢ =

rozhodné ¢islo, tj. pocet vzorkid z vyberu n, u nichz se pfipousti hodnota M.

Interpretace vysledki vySetieni — Salmonella spp. v riznych kategoriich potravin:
- vyhovujici, pokud vSechny zjisténé hodnoty poukazuji na nepfitomnost pfislu§né
bakterie;
- nevyhovujici, pokud je pfitomnost této bakterie urena v kterékoli jednotce

vzorku.

V piipadé¢ nevyhovujicich vysledkli vySetfeni, musi provozovatelé potravinaiskych
podniki ucinit opatieni. Pfislusny produkt nebo partie potravin nesmi byt uvedena na trh nebo
musi byt okamzité stazena nebo prevzata zpét podle ¢lanku 19 Natizeni Evropského Parlamentu
a Rady (ES) ¢. 178/2002. Dale musi provozovatel¢ vysettit pfi¢inu vzniku kontaminace a zajistit
dalsi napravnd opatieni, aby bylo zabrdnéno opétovnému vyskytu nepfijatelného
mikrobiologického znecisténi a zdravotniho rizika (napf. Uprava postupt zalozenych na zasadach

HACCP, uprava opatieni na kontrolu hygieny potravin). Pokud nevyhovujici produkty uvedené
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na trh, doposud nejsou na trovni maloobchodu, mohou byt podrobeny dalSimu zpracovani
osSetfenim, které odstrani dotycné nebezpeci. Toto oSetieni ale mohou provadét pouze

provozovatelé potravinaiskych podniki jini nez na Grovni maloobchodu.

Uzitecné odkazy:

» Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny: https.://eur-
lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:02005R2073-20200308

» Narizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, kterym se mént narizeni (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32007R 1441

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 ze dne 28. ledna 2002, kterym se stanovi
obecné zasady a pozadavky potravinového prava, zrizuje se Evropsky urad pro bezpecnost potravin

a stanovi  postupy  tkajici  se  bezpecnosti  potravin:  hitps.//eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/ALL/?uri=celex:32002R0178

4.2. Zadani semestralniho ukolu — vytvoreni zkuSebniho protokolu

Vystupem stanoveni mikrobiologickych kritérii mletého masa bude sepsani zkuSebniho
protokolu simulujiciho vystup z akreditované laboratofe. Piedstavte si, ze zastupujete
akreditovanou laboratof a vyucujici Vam zadal/a analyzu vzorku mletého masa, u kterého musite
vyhodnotit, zda vyhovuje platnym legislativnim limitdm. Pro vypracovani protokolu byla
vytvofena zjednodusSena Sablona, kterd Vam bude poskytnuta v elektronické verzi. V Sabloné
modifukujte odpovidajici tidaje v Castech, které jsou oznaceny cervené (Obrazek 1).

Pro spravnou interpretaci vysledkd a jejich srovnani s limity definovanymi v Nafizeni
Komise (ES) ¢. 1441/2007 nezapomeite zohlednit i vysledky konfirmacnich testl (detailné
popsano v navazujicich kapitolach), konkrétn€ pro E. coli a Salmonella spp. Pokud nebyly tyto
taxony konfirmovany, poCty a pfipadnou detekci nelze povazovat za spolehlivé. V tomto piipadé
uved’te namisto ziskanych hodnot detekéni limity (napt. < 10! KTJ/g)/ nebo v piipadé

Salmonella spp., ze ptitomnost nebyla neprokazana.
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Obrazek 1: Sablona zkusebniho protokolu

ZkuSebni protokol: Hygiena a zdravotni nezavadnost potravin (den, ¢as cviceni)
Skupina &islo: IMENA VEECH STUDENTU VE SKUPINE
Ceska zemédélska univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie, potravinowych a pfirodnich zdroji
Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol
1C0: 60460703
Protokal o zkouice 1/RRRE
Majitel IMENO WYUEUJICI/HO
Odebral Majitel
Eislo vzorku 1-5(6) Zahajeno DO.MM.RRRR
Doruceno DD.MM.RRRR Vysetieni ukonéeno DO.MM.RRRR
Eislo protokolu Popis vzorku - €erstvé mleté maso z pultu
1 Vepiové mleté maso 100 % 1
2 Vepiové mleté maso 100 % 2
3 Vepiové mleté maso 100 % 3
4 Vepiové mleté maso 100 % 4
5 Vepiové mleté maso 100 % 5
(6 Vepiové mleté maso 100 % 6)
VYSLEDKY

Cislo Zkuiebni metoda
protokolu Stanoveni potu kolonii Stanoveni E.coli kultivaéni Prikaz bakterie rodu

aerobnich mikroorganismd  metodou na selektivnim mediu Salmonella v 10 g

kultivaéni metodou KTJ/g KTl/g
1 %0 % 10" X000 % 10" prokézana/neprokazana
2 ¥, % 10" X, % 10" prokazana/neprokazana
3 X, XX« 10" XXX 10" prokdzana/neprokazana
4 X, XX =« 10" XXX« 10" prokdzana/neprokazana
5 XXX * 10" XXX« 10% prokdzana/neprokizana
(& XXX 10" XXX« 10" prokazana/neprokézana)
Hodnoceni Vzorek o pottu péti (Sesti) kusi mikrobiologicky wwhovuje/(je pijatelny)/nevyhovuje dle nafizeni ES 2073/2005 v

platném znéni.
Vyfizeno dne: DD.MM.RRRR Protokol vyplnil: IMENA
Ma védomi: majitel vzorku STUDENTU

Protokol schvalil: ZODPOVEDNY
STUDENT

Pozn.: Pro spravnou interpretaci vysledkl je nezbytné jejich srovnani s limity definovanymi
v Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007 a provedeni konfirmacnich testd pro potvrzeni
stanovenych poctl E. coli a ptipadné detekované Salmonella spp. VSechny tyto postupy jsou

detailn€ popsany v nasledujicich kapitolach.

26



4.3. Kultivacni stanoveni mikrobiologickych kritérii

Pro stanoveni mikrobiologickych kritérii v mletém mase, konkrétné poctii aerobnich
mikroorganismil a E. coli spolu s kvalitativni detekci Salmonella spp., definovanych v Natizeni
Komise (ES) ¢. 1441/2007, bude provedena kultivaéni analyza deskovou metodou s pouzitim
tekutych a polotuhych péstebnich prostiedi s pouzitim selektivnich faktord a nastavenim rtiznych
kultivacnich podminek podle stanovované skupiny mikroorganismii. Nékteré z nich poté musi
byt dale konfirmovany. Pro mikrobiologicky rozbor je nezbytné si predem dukladn¢ danou

analyzu naplanovat (Obrazek 2).

Obrazek 2: Plan experimentu stanoveni kritérii sledovanych u mletého vepfového masa

. ) . o i A. Kultivaéni stanoveni kritérii hygieny vyrobniho procesu
Design Priprava Mikrobiologicky \ Vyhodnoceni
S8 —* kultivaénich [—® rozbor mletého y .
experimentu médii masa ! /' analyzy
B. Kultivaéni stanoveni kritéria bezpeénosti potravin !

4.3.1. Potiebna média

Média, ktera jsou pouzivana pro kultivaéni stanoveni mikroorganismi jsou elektivni (tzn.
neselektivni, obecnd) umoziujici stanoveni vSech pfitomnych mikroorganismii za dané
kultiva¢ni podminky nebo selektivni, kterd obsahuji selektivni slozky umoznujici stanoveni
pouze urcité skupiny, rodu nebo dokonce druhu mikroorganismti. Selektivné muze plisobit
extrémni hodnota pH, limitace nékteré¢ z Zivin a soli nebo pfidavek antimikrobidlni latky
(antibiotika, rostlinného extraktu apod.). Velmi casto byvaji soucésti selektivnich médii
1 barevné indikatory, které umozZiuji diferenciaci mikroorganismi na zakladé specifickych
kultivaénich znakl narostlych bakterialnich kolonii. Samotné kultivaéni podminky, naptiklad
pritomnost/neptitomnost kysliku v prostiedi, teplota, svétlo apod., mohou pusobit selektivné. Po
kultivaéni detekci je nicméné diilezité pamatovat na ovéfeni selektivity médii, pokud neni pro
pouzité médium definovano jinak, at’ uz zatazenim doporucenych konfirmacnich testt ¢i dalSich
identifikaci.

Pro ziskani ufedné platnych vysledki jsou mikrobiologické rozbory zadavéany
akreditovanym laboratofim, které pouzivaji validované metody piesné¢ definované v ptislusnych
CSN, ISO a EN normach odrazejicich platnou legislativu na evropské i narodni tirovni. Vysledky
jsou poté zaznamenany v protokolu akreditované laboratote, ktery ma ufedni vahu a je pravné

vymahatelny.
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V réamci praktického cvieni pfedmétu Hygiena a zdravotni nezdvadnost potravin si
v neakreditované mikrobiologické laboratofi vyzkouSite modifikovany zplsob kultivacniho
stanoveni vybranych skupin mikroorganismii pomoci neselektivniho, semiselektivniho

a selektivniho média (Tabulka 4).

Tabulka 4: Kultivaéni média potfebna stanoveni konkrétni skupiny mikroorganismut

Kultiva¢ni médium Cilena skupina mikroorganismi
Masopeptonovy agar Pocet aerobnich mikroorganismu
MacConkey agar (Oxoid) Koliformni bakterie (E. coli)
Rappaport-Vassilliadis bujon (Oxoid) | Semiselektivni pomnozeni salmonel
SS agar (Oxoid) Salmonella spp.

Ziskané vysledky nebudou mit aiedni platnost a poslouzi vyhradné pro vyukové ucely.
Kromé kultivaénich médii je nezbytné si pfedem pfipravit také sterilni fedici roztok do

zkumavek s vickem, konkrétné 0,9% roztok NaCl (Sigma-Aldrich, USA).

4.3.1.1. Masopeptonovy agar

Masopeptonovy agar (MPA) je zdkladni neselektivni kultivaéni médium, které umoziiuje
rust Sirokého spektra mikroorganismti s nendroénymi nutricnimi pozadavky. Obsahuje masovy
extrakt, pepton, chlorid sodny a agar. SlouZi nejen pro piimou kultivaci, ale také jako zéklad pro
pfipravu obohacenych nebo selektivnich médii, kdy dle potieby muize byt doplnén napiiklad
krvi, sérem, jinymi biologickymi tekutinami nebo antimikrobidlnimi latkami. V mikrobiologické
praxi se bézn€ pouziva také pro sub-kultivaci bakteridlnich izolath urcenych k biochemickym
a sérologickym testim. Na trhu je dostupna celd fada komer¢nich variant tohoto typu média.

V ramci praktického cviceni bude pro stanoveni poctu kolonii aerobnich mikroorganismii
v mletém mase pouzit Nutrient Agar (Oxoid). Pro pfipravu 1 litru média rozpustte 28 g
dehydratované smési v destilované vodé, promichejte a sterilujte v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut.

Takto ptipravené médium obsahuje 1 g masového extraktu (,,Lab-Lemco* prasek), 2 g
kvasnicového extraktu, 5 g peptonu, 5 g NaCl, 15 g agaru. Pfi 25 °C mé médium pH 7,4 £ 0,2.

Po vytemperovani média ve vodni lazni (50 °C) muze byt agar pouzit k zaliti inokul
v Petriho miskdch. Dale mtize byt agar asepticky nalit do sterilnich velkych Petriho misek
a ponechan utuhnout pfi laboratorni teploté. Takto pfipravené misky lze poté ihned pouzit pro
inokulace nebo je lze kratkodobé skladovat v chladni¢ce. Pokud jsou misky timto zpiisobem

skladovany, je nutné je pfed planovanym pouzitim nejprve vysusit.
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4.3.1.2. MacConkey agar

MacConkey agar (MCA) je selektivné-diferenciacni kultivaéni médium urcené pro
detekci, izolaci a stanoveni poctu koliformnich bakterii a nékterych stfevnich patogenii
z potravin, vody, mléka a dalSich biologickych materiali. MCA obsahuje pepton jako zdroj
zivin, chlorid sodny udrzujici osmotickou rovnovahu a agar. Déle obsahuje zlucové soli, které
inhibuji rtst nestfevnich bakterii, a kombinaci laktdzy spolu s barevnym indikatorem neutralni
cerveni, kterd umozni diferenciaci vykultivovanych bakterii na zaklad¢ odlisnych kultiva¢nich
znaki jejich kolonii. Neutralni Cervei je bazické (kationické) fenazinové barvivo fungujici jako
acidobazicky indikétor, doplilujici selektivitu média vi¢i grampozitivnim bakteriim. Bakterie
fermentujici laktézu produkuji kyseliny, které snizi pH zplsobujici zménu barvy kolonie ze Zluté
na ruzovo-Cervenou a veétSinou 1 vytvoii zony precipitovanych zluCovych soli kolem
bakteridlnich kolonii. Kolonie ostatnich bakterii, které laktozu nevyuzivaji maji jiné nez Cervené

zbarveni (Tabulka 5).

Tabulka 5: Charakteristiky kolonii na MacConkey agaru po 24h kultivaci pti 37 °C

Bakterie Popis kolonie

E. coli cervené velké
Enterococcus spp. cervené malé
Aerobacter spp. ruzové mukoidni
Staphylococcus spp. svétle rizové
Salmonella spp. slamové zluté
Proteus spp. slamové zluté
Pseudomonas spp. zelenohnédé

V rédmci praktického cviceni bude MCA (Oxoid) pouzit pro kvantifikaci kolonii
koliformnich bakterii a moZnou diferenciaci E. coli z mletého masa. Pro pfipravu 1 litru média
rozpust'te 52 g dehydratované smési v destilované vodé, promichejte a sterilujte v autoklavu pii
121 °C po dobu 15 minut.

Takto pfipravené tmavé cCervené médium obsahuje 20 g peptonu, 10 g laktozy,
5 g zlucovych soli, 5 g NaCl, 0,075 g neutrdlni ¢ervené a 12 g agaru. Pii 25 °C ma pH 7,4 + 0,2.

Po vytemperovani média ve vodni lazni (50 °C) asepticky nalijte agar do velkych Petriho
misek a nechte utuhnout pfi laboratorni teploté. Ptipravené misky lze poté ihned pouzit nebo
kratkodobé skladovat v chladni¢ce. Pokud jsou misky timto zptisobem skladovany, je nutné je

ptfed planovanym pouzitim nejprve vysusit.
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4.3.1.3. Rappaport-Vassilliadis bujon

Rappaport-Vassiliadis bujon je semiselektivni pomnozovaci médium urcené predevSim
pro stanoveni salmonel z potravin, vzorkll travicitho traktu a dalSich biologickych ¢i
environmentalnich materidli. Médium je navrZzeno tak, aby potlacilo rist vétSiny
grampozitivnich bakterii, a bakterii z Celedi Enterobacteriaceae kromé salmonel, a to kombinaci
nekolika selektivnich faktor. Vysoky osmoticky tlak zptisobeny zvysSenou koncentraci chloridu
hotecnatého salmonely dobte toleruji, stejné jako nizSi hodnotu pH (5,2) a pfitomnost
malachitové zelené, kterd inhibuje rust citlivéjSich bakterii. Malachitovd zelenn je bazické
(kationické) trifenylmetanové barvivo, které se vdze na bunécné stény, naruSuje membrany
a miiZe interferovat s enzymy. Toxické je 1 pro clovéka. V Rappaport-Vassiliadis bujonu funguje
také jako slaby barevny indikétor, kdy pii kyselém pH dochdzi ke zméné jeho ioniza¢niho stavu
zpusobujicitho zménu barvy ze zelené na zlutozelenou az zlutohnédou. Salmonely maji navic
1 nizsi nutriéni naroky nez vétSina ostatnich enterobakterii, coz jim v tomto prostiedi poskytuje
rustovou vyhodu.

V rutinni praxi byva suspenze ziskand po ptfedchozim pomnozeni v peptonové vodé
naoCkovana do Rappaport-Vassilliadis bujonu (Oxoid) a kultivovana pii 41 °C po dobu
24 hodin. Rust salmonel (ale i nékterych piibuznych bakterii) se projevuje sniZenim pH
v disledku tvorby organickych kyselin, coZ zplisobi zmifiovanou zménu barvy média z piivodni
zelené na Zlutozelenou az zlutohnédou. Pro naslednou detekci salmonel se bézné vyuziva
kultivace rozetfené suspenze pomnozenych bakterii na selektivnim Salmonella Shigella agaru
nebo Xylose Lysine Deoxycholate agaru s naslednou nezbytnou konfirmaci identity.

Pro pfipravu 1 litru bujonu rozpustte 30 g dehydratované smési v destilované vodg,
promichejte, rozpliite po 50 mL do 100ml Erlenmeyerovych ban¢k s piidavkem 4-5 sklenénych
perel pro lepSi homogenizaci vzorku a sterilujte v autoklavu pii 115 °C po dobu 15 minut.

Médium obsahuje 5 g sdjového peptonu, 8 g NaCl, 1,6 g KH2PO4, 40 g hexahydratu
chloridu hotfe¢natého a 0,04 g malachitové zelené. Pti 25 °C ma pH 5,20 + 0,2.

Ptipraveny bujon lze pouzit po jeho zchlazeni na pokojovou teplotu, pfipadné lze

kratkodobé skladovat v chladniéce.

4.3.1.4. Salmonella Shigella agar

Salmonella Shigella agar (SSA) je selektivné-diferenciacni kultivaéni médium uréené pro
izolaci a odliSeni bakterii rodt Salmonella a Shigella z potravin, vody, klinickych vzorki

a dalsich biologickych materiald. V nékterych piipadech mize médium detekovat 1 jiné
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enterobakterie, naptiklad nékteré kmeny E. coli. Selektivni U€inek zajiStuji zlu€ové soli, citrat
sodny a briliantova zeleni, které inhibuji rGst grampozitivnich bakterii, vétSiny koliformnich
bakterii a bakterii rodu Proteus. Briliantova zelen je bazické (kationické) triarylmetanové
barvivo, které je v SSA selektivnim ¢inidlem, nikoliv acidobazickym indikéatorem, které narusuje
permeabilitu membran a proteosyntézu. Diferenciacni funkce média je poté zaloZena na
ptitomnosti laktézy a barevného indikatoru neutralni Cervené, kterd je bazické (kationické)
fenazinové barvivo v tomto médiu fungujici jako acidobazicky indikator. Bakterie fermentujici
laktozu (napft. vétSina kmentlt E. coli) produkuji kyseliny, které snizuji pH a zpiisobuji zménu
barvy kolonii na riizovo-Cervenou. Naopak bakterie rodu Salmonella laktozu nefermentuji
a zaroven produkuji sirovodik (H:S) z thiosulfatu sodného, ktery je v médiu také obsazen. H2S
poté reaguje s citratem Zelezitym za vzniku Cerného sulfidu Zeleznatého, coz vede k tvorbé
kolonii se svétlym (az bezbarvym) okrajem a cernym stiedem. Naproti tomu bakterie rodu
Shigella laktézu nefermentuji a H.S neprodukuji, proto tvofi svétlé, rizové az bezbarvé kolonie
bez cerného zbarveni.

V rémci praktického cvi¢eni bude SSA (Oxoid) pouzit pro detekci a odliSeni Salmonella
spp. od ostatnich enterobakterii ze vzorku mletého masa. Pro pfipravu 1 litru média rozpust'te
63 g dehydratované smési v destilované vod¢, za stdlého michani pfived'te k varu a mirné
provaite, dokud se agar zcela nerozpusti (neautoklavuje se).

Takto pfipravené médium obsahuje 5 g masového extraktu (,,Lab-Lemco* prasek), 5 g
peptonu, 10 g laktozy, 8,5 g Zlu€ovych soli, 10 g citratu sodného, 8,5 g thiosulfatu sodného, 1 g
citratu Zelezitého, 0,00033 g briliantové zelen€, 0,025 g neutralni Cervené a 15 g agaru. Pti 25 °C
ma pH 7,0 +0,2.

Po vytemperovani média ve vodni lazni (50 °C) asepticky nalijte agar do velkych Petriho
misek a nechte ztuhnout pifi laboratorni teploté. Pfipravené misky lze ihned pouzZit nebo
kratkodobé skladovat v chladni¢ce. Pokud jsou misky timto zptisobem skladovany, je nutné je

pied pouzitim nejprve vysusit.

4.3.1.5. Xylose Lysine Deoxycholate agar

Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD) je selektivné-diferenciacni kultivacni médium,
kterym lze cilit na kultivaci stejné skupiny mikroorganismu jako s SSA. Navic je dle aktualné
platné normy ISO 6579-1:2017 pouziti XLD povinné pro izolaci rodu Salmonella z masa
amasnych vyrobki. Dale se bézné pouziva 1 pro izolaci a odliSeni bakterii rodu Salmonella

a Shigella a dal§ich gramnegativnich stfevnich bakterii z potravin, vody, klinickych vzorki
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a dalSich biologickych materidlti. Selektivni G€inek zajistuji zlucova sl deoxycholat sodny
a v mensi mife i nizké pH média, které inhibuji rist grampozitivnich bakterii a omezuji mnozeni
také cCasti gramnegativni stievni mikrobioty. Diferenciacni funkce média je zaloZzena na
pritomnosti xylozy, laktézy, sachardzy, aminokyseliny lyzinu a thiosulfatu sodného. VétSina
enterobakterii (kromé Shigella spp.) totiz fermentuje xylozu, coz vede k pocatecnimu snizeni pH
a zlutému zbarveni kolonii a okolniho média. Salmonella spp. nicméné po vycCerpani xylozy
vyuziva i lyzin, ktery je dekarboxylovan na kadaverin, ¢imz alkalizuje prostfedi (zména barvy
kolonii zpét ze Zluté na Cervenou). Vyprodukovany H.S z thiosulfatu navic zreaguje s citratem
zelezitym za vzniku Cerné¢ho sulfidu Zzeleznatého, ktery zptsobuje vznik cervenych kolonii
s cernym stiedem. Shigella spp. xylozu nefermentuje, proto jejich kolonie ziistavaji od pocatku
Cervené. Jako acidobazicky indikator v XLD ptlisobi fenolova cervenn (slabé anionické
sulfonftaleinové barvivo), kterd zpusobuje pii slabé kyselém pH zluté zbarveni, zatimco pii
alkalickém pH cervené az rizové.

V rémci praktického cviceni mize byt pii kultivaénim rozboru mletého masa XLD agar
(Oxoid) pouzit jako alternativa k SSA pro odliSeni Sa/monella spp. a Shigella spp. od ostatnich
enterobakterii. Pro ptfipravu 1 litru média rozpustte 55 g dehydratované smési v destilované
vodé, zahfivejte za stilého michani a pfivedte k varu, dokud se agar zcela nerozpusti
(neautoklavuje se).

Takto pfipravené médium obsahuje 3,0 g kvasni¢ného extraktu, 5 g L-lyzinu, 7,5 g
sacharozy, 7,5 g laktozy, 3,5 g xylozy, 5 g NaCl, 6,8 g thiosulfatu sodného, 0,8 g citratu
zelezitého, 2,5 g deoxycholatu sodného, 0,08 g fenolové Cervené a 13,5 g agaru. Pii 25 °C ma
pH 7,4 £0,2.

Po vytemperovani média ve vodni lazni (50 °C) asepticky nalijte agar do velkych Petriho
misek a nechte ztuhnout pifi laboratorni teploté. Pfipravené misky lze ihned pouzZit nebo
kratkodobé skladovat v chladnicce. Pokud jsou misky timto zpsobem skladovany, je nutné je

pied pouzitim nejprve vysusit.

4.3.2. Metodika stanoveni mikrobiologickych kritérii ve vzorku mletého masa

Pro mikrobiologicky rozbor vzorku mletého masa a stanoveni kritérii hygieny vyrobniho
procesu je dilezité si vSe dikladné naplédnovat, pfedem si pfipravit veskerd potiebnd média

(sterilni fedici roztok a kultivacni pldy) a sterilni material.

32



4.3.2.1. Kritérium hygieny vyrobniho procesu

Kritéria tykajici se mletého masa jsou uvedeny v Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007
v podkapitole 2.1 Maso a vyrobky z n¢j v kategorii potravin 2.1.6 Mleté maso. Cilem je tedy
stanovit pocet kolonii aerobnich mikroorganismt a E. coli. Design experimentu, konkrétné
priprava fedici fady, selekce stanovovanych fedéni, a s tim souvisejici inokulace Petriho misek,

pro stanoveni téchto kritérii je uveden v Obrazku 3.

Obrazek 3: Schéma kultiva¢niho stanoveni kritérii hygieny vyrobniho procesu

107 102 103 10 10° 10°
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Pozn.: MPA — masopeptonovy agar; MPA1 — prvni kopie MPA; MPA2 — druha kopie MPA;
MCA — MacConkey agar; MCA1 — prvni kopie MCA; MCA2 — druhd kopie MCA.

o

KaZzda skupina na cviceni zanalyzuje jeden vzorek mletého masa, ¢imZ bude dosaZeno
rozsahu vybéru (n) péti vzorkid. Pro ziskani co nejpiesnéjsi vysledkli by mélo byt stanoveni
provedeno v co nejkratSi dobé po odebrani vzorku. Prvnim krokem mikrobiologické analyzy
deskovou metodou je navdzeni 10 g vzorku mletého masa do sterilni vazenky a néslednd
pfiprava tedici fady. Do Erlenmayerovy baiky s 90 ml fyziologického roztoku a perlami je
asepticky pfidano 10 g navazeného vzorku, ktery je dikladné homogenizovan. Timto zplisobem
je vytvoreno fedéni 10!, Déle je vzorek sériové nafedén ve zkumavkach s 9 ml fyziologického
roztoku do koneéného poméru 1:10° g/mL. Tzn., z fedéni 107! je asepticky odebran pipetou se

sterilni §pickou 1 ml zhomogenizované suspenze, ktery je pfeveden do dal§i zkumavky, a vznika

33



tak fedéni 102. Déle se postupuje analogicky az do vytvoreni fedéni 107, Na piipravu kazdého
fedéni je nutné pouzit vzdy novou sterilni $picku, aby nebyla ovlivnéna koncentrace.

Po pfipravé fedici fady jsou nafedéna a vzdy zhomogenizovand inokula po 0,5 mL
umisténa pipetou se sterilni Spickou do malych Petriho misek. Inokulaci misek provadéjte
nejvyssi, a paralelné, tedy ve dvou kopiich. Nésledn¢ jsou inokula zalita neselektivnim MPA
apred jejich utuhnutim je jest€ nutné inokula s agarem krouzivym pohybem promichat pro
homogenizaci. Timto zpusobem budou stanoveny pocty kolonii aerobnich mikroorganismt
(fedéni 107 az 107) s aerobni kultivaci pfi 30 °C po dobu 72 hodin.

Pro stanoveni koliformnich bakterii a E. coli je pouzit MCA. V tomto piipadé nejsou
inokula zalévana médiem, ale jsou ockovana na velkou Petriho misku s pfedem nalitym
a ztuhlym médiem. Na povrch agaru je asepticky naockovdno 100 pL nafedéného inokula
(fedéni 10" az 10°) a vzorek je poté rozetien po povrchu agaru sterilni plastovou
mikrobiologickou hokejkou. Inokulace Petriho misek je provadéna paralelné, tedy ve dvou
kopiich. Pfi roztirdni inokul se postupuje opét od nejvyssiho fedéni po nejnizsi a Ize pouzit pouze
jednu hokejku, protoze timto zpisobem neni ovlivnéna koncentrace. Misky jsou poté
kultivovany aerobné dnem vzhiru pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Po probéhlé dobé kultivace jsou spocitany kolonie narostlé na jednotlivych kultiva¢nich
pudach, kdy kazda spoctend kolonie je oznafena lihovym popisovacem. Teoreticky z kazdé
bakterie vznika jedna okem viditelna kolonie, ktera je pfitomna v pivodnim vzorku. Kolonie
jsou po kultivaci spocteny. Obecné je uvadeéno, ze pocitatelné misky s koloniemi jsou takove,
které obsahuji 10—-150 kolonii v pfipadé pouZiti malych Petriho misek (v naSem piipad€ s MPA)
a 30-300 v ptipadé velkych Petriho misek (v naSem ptipadé¢ s MCA). Pfitomnost pouze n¢kolika
kolonii miiZze indikovat kontaminaci pii nedostatecné aseptické praci, nicméné pokud detekovany
pocet, pfestoze maly, davd matematicky smysl, mohou byt i tyto pocty kolonii zahrnuty do
vypoctu. V piipadé¢ poctl kolonii aerobnich mikroorganismi jsou spocitany kolonie vSech
kultivaénich znakil, zatimco pro vyjadfeni kvantity E. coli, jsou spocitany pouze kolonie
s typickymi znaky, tedy pouze ¢ervené velké kolonie.

V piipad€ poctl kolonii aerobnich mikroorganismu je pak nutné vysledek vynasobit 2x
au E. coli 10x, protoze na agar bylo ockovano pouze 0,5 mL a 100 pL inokula, nikoliv 1 mL.
Koneéné mnoZstvi bakterii je poté vypocteno podle vztahu P = [(P1 + P2)/11]xF (P1, P2 — pocet
kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych plotnach, F — ptevracena hodnota vyssiho

fedéni); a vysledky jsou vyjadieny jako pocet kolonie tvoficich jednotku v 1 gramu vzorku
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mletého masa (KTJ/g). Ziskané vysledky vypovidaji o pfitomnosti a poctu pouze zivych

mikroorganismu ve vzorku.

Ukol: Proved'te kultiva¢ni stanoveni kritérii hygieny vyrobniho procesu ve vzorku mletého masa,
tedy kultivac¢nich poctli kolonii aerobnich mikroorganismt a E. coli. VSechna ziskana data,

vcetné vysledki vypoctl, uved’te do Tabulky 6.

Tabulka 6: PoCty stanovenych kolonii pro vypocet KTJ/g vzorku

Kultiva&ni Redéni
m“égsg“ KTJ/g KTJ/g
10! 107 1073 10+ 105 10°¢
MPA1 nt nt
MPA2 nt nt
MCA1 nt nt nt
MCA2

Pozn.: Spocitané realné mnozstvi kolonii musi byt vynasobeno ¢islem zohlediiujicim objem
pocatecniho inokula. Pro stanoveni poctu kolonii aerobnich mikroorganismi byl pouzit
masopeptonovy agar (MPA) ve dvou kopiich, konkrétné Nutrient agar, a pro stanoveni poctl
E. coli MacConkey agar (MCA) ve dvou kopiich. MPA1 — prvni kopie MPA; MPA2 — druha
kopie MPA; MCA1 — prvni kopie MCA; MCA2 — druha kopie MCA; nt — netestovano;

KTJ/g — pocet kolonii tvoficich jednotku vztazenych na gram vzorku mletého masa.

Vzhledem k pouziti selektivné-diferenciatniho média pro stanoveni E. coli, bude pro
nasledujici konfirmaci izolovana ¢istd kultura (detailné popsano v kapitole 4.4. Izolace Cistych

kultur).

4.3.2.2. Kritérium bezpecnosti potravin

Kritérium bezpecnosti potravin tykajici se analyzovaného vzorku mletého masa je
uvedeno v Kapitole 1 v kategorii potravin 1.6 Mleté maso a masné polotovary vyrobené z jinych
druhti nez z dribeze, ur¢ené ke spotiebé v tepelné upraveném stavu. Cilem je tedy prokdzat
pfitomnost nebo nepiitomnost bakterii rodu Sa/monella.

Obsah salmonel v mletém mase je stanovovan ve vzorku o hmotnosti 10 g, v nichz nesmi

byt pfitomna ani jedna buiika této bakterie. Protoze neni technicky mozné stanovit jednu buiiku
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v tak velké navazce vzorku, veskeré bakterie pfitomné v mletém mase nejprve pomnozime jejich
kultivaci v peptonové vodé a v piipad€, ze vzorek salmonely obsahuje, dojde tak k jejich
namnoZzeni do stanovitelného mnozstvi. DalSim krokem je preockovani suspenze do Rappaport-
Vassiliadis bujonu, ve kterém doje k semiselektivnimu pomnozeni salmonel. Poslednim krokem
je poté natfeni a kultivace suspenze bakterii z Rappaport-Vassiliadis bujonu na selektivné-
diferenciacni kultivaéni médium SSA. Schéma stanoveni kritéria bezpecnosti potravin, tedy

Salmonella spp., je uveden v Obrazku 4.

Obrazek 4: Schéma kultivacniho stanoveni kritéria bezpecnosti potravin

VZOREK MLETEHO Peptonova voda Rappaport-Vassiliadis bujén

MASA 37°C,24h 41°C,24h 10 pL

Salmonella spp.

Salmonella Shigella agar

Pozn.: Na selektivné-diferenciaénim kultivaénim médiu Salmonella Shigella agar mohou
nartist kolonie s variabilnimi kultivacnimi znaky: bilé kolonie srizné velkym cernym

sttedem jsou typické pro Salmonella spp., zatimco svétle rizové kolonie pro Shigella spp.

Do Erlenmayerovy bailkky s 90 ml peptonové vody je asepticky ptidano 10 g vzorku
mletého masa a vzorek je homogenizovan a nasledné kultivovéan pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Nésledné je pfevedeno 0,1 mL suspenze s pomnoZenymi mikroorganismy do banky s 50 mL
semiselektivniho Rappaport-Vassiliadis bujonu a vzorek je opét dikladn€é homogenizovan

a ponechan aerobné kultivovat pii 41 °C po dobu 24 hodin. Pokud dojde k pomnozeni bakterit,
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které produkuji kyseliny, snizi se pH média a jeho barva se zméni ze zelené na zlutozelenou az
zlutohnédou. Pro detekci a konfirmaci pfipadné¢ pomnozenych salmonel je poté jesté¢ pouzita
selektivné-diferenciacni kultivacni ptida SSA piedem nalitad ve velké Petriho misce, do které je
asepticky rozetiena klickou suspenze bakterii pomnozenych v Rappaport-Vassiliardis bujonu.
Takto ptipravené SSA s inokulem je poté aerobné kultivovano pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Pokud na SSA narostou salmonely, maji bilé kolonie s Cernym stfedem. Bakterie rodu
Shigella pak maji mensi svétle rizové kolonie. Pii zapisovani vysledki si zapiSte kultivacni

znaky narostlych kolonii a vyhodnotte, zda odpovidaji charakteristickym znaktm.

Ukol: Provedte kultivaéni stanoveni kritéria bezpeénosti potravin ve vzorku mletého masa, tedy

prokazéani ¢i neprokézani pritomnosti Sa/monella spp. Ziskana data uved’te do Tabulky 7.

Tabulka 7: Ovéfeni ptitomnosti Salmonella spp.

Kultivaéni Bila kolonie s ¢ernym Pritomnost Salmonella spp.
médium stiredem (+/-) (ANO/NE)
SSA

Pozn.: SSA — Salmonella Shigella agar.

Vzhledem k pouziti selektivné-diferenciacniho média pro stanoveni Salmonella spp.,
bude pro jeji naslednou konfirmaci izolovana Cistd kultura (detailn€ popsano v kapitole 4.4.

Izolace cistych kultur).
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4.4. Metodika izolace Cistych bakterialnich kultur

Vzhledem k tomu, Ze pro stanoveni pfitomnosti a kvantity nékterych skupin
mikroorganismti v mletém mase byla pouzita selektivni média (MCA, SSA), je nutné jejich
detekci potvrdit dal§imi konfirma¢nimi testy pro potvrzeni jejich pfislusnosti k danym taxontim
a vyloucit tak chybnou interpretaci vysledkii. Pro dalsi testovani je tedy nezbytné ziskat Cistou
kulturu dané bakterie, a to izolaci narostlé kolonie ze selektivniho média na sterilni neselektivni
médium (MPA). Konkrétné bude izolovana velka ¢ervena kolonie z MCA (E. coli) na MPA
a bila kolonie s ¢ernych stifedem z SSA (Salmonella spp.) na MPA (Obrazek 5).

Obrazek 5: [zolace ¢istych kultur pro konfirmaci detekovanych mikroorganismi

-

=

37°C,24h

=)

37°C,24h

Pozn.: Velka ¢ervena kolonie narostla na MCA odpovida charakteristickému naristu E. coli,
zatimco bild kolonie s ¢ernym stfedem na SSA Salmonella spp. Po jejich pretieni
a vykultivovani na neselektivni MPA bez acidobazickych indikatori budou mit narostlé
kolonie mlééné prihlednou barvu. Technikou kiizového roztéru budou ziskany izolované
narostlé kolonie v kvadrantu s nejnizsi koncentraci bunék. Z této casti bude pro kazdou
variantu vybrana jedna kolonie, kterda bude zaockovana do neselektivniho bujonu a dale
kultivovéna za optimalnich podminek ristu. MCA — MacConkey agar; SSA — Salmonella

Shigella agar; MPA — neselektivni masopeptonovy agar.
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Pro izolaci ¢istych kultur bude pouzito piedem nalité a utuhnuté MPA ve velkych Petriho
miskach. Sterilni mikrobiologickou klickou odeberte ¢ast bakteridlni kolonie na MCA (SSA),
kterou rozetfete kiizovym roztérem na MPA. Béhem prace s kulturou je nezbytné dodrzovat
zasady aseptické prace, aby nedoslo k jeji kontaminaci cizimi bakteriemi z prostfedi. Takto
zaockovana Petriho miska bude aerobné kultivovana pii 37 °C po dobu 24 hodin (stejn¢ tak
varianta s inokulem z SSA na druhé Petriho misce pfipravend analogicky).

Primérnim testem pfedchazejicim vSem identifikacim je analyza kultivacnich znakt
kolonie a morfologickych znaki buiilky. Po ovéfeni Cistoty mohou byt stanoveny
také fyziologické vlastnosti kultury, ktera muize byt podrobena i dalS§im testim, napiiklad
molekularné-genetickym a chemotaxonomickym.

Primarnim testem pfedchazejicim vSem dalS$im identifikacim je analyza kultivacnich
znakl kolonie a morfologickych znakli bunék. Tyto zdkladni charakteristiky poskytuji prvni
orienta¢ni informace o rodu ¢i skupiné¢ mikroorganismii detekovanych na kultivacnich médiich.
Po nezbytném ovéfeni Cistoty kultury lze dale ptistoupit i k hodnoceni fyziologickych vlastnosti
(napf. schopnost rlstl pfi riznych teplotich, schopnost vyuZiti substratli a tvorby enzymil)
a nasledné 1 k molekularné-genetickym nebo chemotaxonomickym testlim (napt. stanoveni G+C

obsahu v DNA, sekvenace genu 16S rRNA, analyza mastnych kyselin).

4.4.1. Popis kultiva¢nich znaku kolonii

Kultivaéni znaky lze pozorovat makroskopicky, tedy pouhym okem nebo lupou,
u mikroorganismu kultivovanych na pevnych nebo v tekutych Zivnych médiich. Tyto znaky jsou
dilezit¢ pro popis a predbézné urceni mikroorganismt, nebot se lisi podle druhu
mikroorganismi, typu média a podminek kultivace (teplota, doba, ptfitomnost kysliku, pH, obsah
Zivin apod.).

Pii popisu bakteridlni kolonie na pevném médiu se hodnoti predevSim tvar (kulata,
nepravidelnd, vlaknitd, rhizoidni), okraj (hladky, zvinény, lalo¢naty, vlaknity), povrch (hladky,
leskly, matny, vrascity), elevace — neboli profil kolonie nad povrchem agaru (plocha, vyvysena,
konvexni, kraterovitd), barva (bila, krémova, zlutd, Cervend), prtihlednost (Cird, zakalena,
neprusvitnd), struktura (slizkd, maslovita, suchd), zapach. Naopak v ptipadé bakteridlniho rlstu v
tekutém médiu lze popsat typ zékalu (rovnomérny, vlockovity, sedimentujici, povrchovy), barvu

a zménu charakteru média po rastu.
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Pti kazdé laboratorni praci je zadouci si vysledky zaznamenavat do laboratorniho deniku,
véetné nakresi ¢i fotografii kolonii. Spravné rozpoznani kultivac¢nich znaki je kli¢ové pro

uspesnou diferencialni diagnostiku a vybér vhodnych néaslednych identifikacnich testu.

Ukol: Zcharakterizujte kultivaéni znaky vybranych mikrobialnich kolonii narostlych na MCA
a SSA, které jste pouzili pro ziskani ¢isté kultury (pfetfeni na MPA) pro dalsi konfirmace jejich
identity. Stejné tak si poté zaznamenejte kultivacni znaky stejnych kultur narostlych na MPA.

Kultiva¢ni znaky uved’te do Tabulky 8.

Tabulka 8: Kultiva¢ni znaky bakterialnich izolati

Kul'tl\.facm Barva Tvar Povrch Elevace Prihled- | Struktu- Zapach
médium nost ra

MCA

MPA
(z MCA)

SSA

MPA
(z SSA)

Pozn.: MCA — MacConkey agar, SSA — Salmonella Shigella agar, MPA — neselektivni

masopeptonovy agar.

4.4.2. Charakteristika morfologickych znaku bunék a kontrola ¢istoty

Morfologie bunék pifedstavuje druhy zakladni krok pfi primarni identifikaci
mikroorganismtl. Po ovéfeni Cistoty kolonie se provadi mikroskopické pozorovani barveného
nebo nebarveného (nativniho) preparatu, které umozniuje popsat typické znaky bunék.

Pomoci nebarveného nativniho preparatu lze pozorovat tvar, pohyb a uspofadani bunék
v jejich pfirozeném stavu. Pro jejich pozorovani je vSak nutné pouzit fazoveé kontrastni
mikroskopii nebo jinou formu kontrastniho zobrazeni, protoZze neobarvené builky maji velmi
nizky opticky kontrast. Princip fazového kontrastu spoc¢iva v preméné nepatrnych rozdilti v lomu
svétla (fazi), které vznikaji pti prichodu svétla bunéénymi strukturami, na rozdily v intenzité
(svétlosti a tmavosti) viditelné pro lidské oko. Timto zplsobem lze pozorovat tvar, vnitini
strukturu 1 pohyb Zivych buné€k bez nutnosti jejich usmrceni a barveni. Prakticky to znamena, ze

fazove kontrastni mikroskop je vybaven specidlnimi optickymi prvky, jako jsou fazovy prstenec

40




v objektivu a fazova clona v kondenzoru, které upravuji drdhu a fazi prochazejiciho svétla
a vytvareji tak pozadovany kontrast.

Naopak barvené preparaty poskytuji vyrazné lepsi kontrast a rozliSeni a Ize je pozorovat
1 béznym svételnym mikroskopem s klasickymi objektivy, které vyuzivaji rozdily v absorpci
a rozptylu svétla k vytvotreni kontrastu mezi objektem a pozadim. Tento zplisob zobrazeni je tedy
vhodny pfedevSim pro barvené nebo pfirozené¢ pigmentované preparaty, protoZze neobarvené
buniky maji velmi nizky kontrast a jsou pod klasickym objektivem prakticky neviditelné. Barveni
zaroven umoziuje odliSit nékteré skupiny mikroorganismi (naptf. pomoci Gramova barveni)
nebo zvyraznit specifické bunécné struktury, jako jsou spory, pouzdra ¢i bi¢iky.

Mikroskopické preparaty lze obecné rozdélit na zivé (nefixované) a nezivé (fixované).
U nefixovanych preparati jsou pozorovany Zivé neobarvené¢ mikroorganismy. Tyto preparaty
jsou vhodnéjsi pro sledovani morfologie vétSich mikroorganismd, jako jsou kvasinky, plisné
nebo prvoci. Jak jiz bylo popsano vyse, bézné tvar a vnitini struktura bakterii jsou z divodu
velmi malych rozmérii a nizkého kontrastu bez barveni ve svételném mikroskopu obtizné
rozlisitelné.

Pro pozorovani bakterii se proto obvykle pouzivaji barvené fixované preparaty. Béhem
fixace dochazi k usmrceni bunék, jejich pfichyceni ke sklicku a nasledné moznosti barveni.
Fixaci Ize provést bud’ tepelné (prudkym zahfatim v plameni kahanu), nebo chemicky (napf.
metanolem). Pfed tepelnou fixaci je nutné preparat dokonale vysusit, jinak pfi zahtati dojde
k odpareni vody a prasknuti bun¢k vlivem vzniklé pary.

Pti mikroskopickém hodnoceni bunék se typicky zaznamenavaji znaky jako je tvar bunky
(zdkladni morfologické tvary bakterii jsou koky a tyCinky), velikost a uspofadani bunék
(jednotlivé, v pdarech, fetizcich apod.), Gramova reakce (pozitivni/negativni) a ptfitomnost

specifickych struktur (spory, bic¢iky, pouzdra).

4.4.2.1. Gramovo barveni

Prvnim krokem pro ovéfeni Cistoty a identity kultury je Gramovo barveni, které poskytuje
zakladni informace o morfologickych znacich bunék a Gramové charakteru daného
mikroorganismu. Gramovo barveni je diagnostické a diferencialni mikroskopicka metoda, ktera
rozliSuje grampozitivni a gramnegativni bakterie. Princip spociva v rozdilné strukture bunécné
stény umoziujici odliSnou barvitelnost. Grampozitivni bakterie maji silnou vrstvu
peptidoglykanu, ktera zadrzi komplex gencidnové violeti a jodu (vznik komplexni slouc¢eniny

jodpararosanilinu), zatimco u gramnegativnich je tato vrstva tenkd a obsahuje také vnéjsi
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membranu, a komplex je tedy pfi piisobeni polarniho rozpoustédla (alkoholu) vyplaven. Postup

barveni je schematicky znazornén na Obrazku 6.

Obrazek 6: Postup a princip Gramova barveni

Gencianova Lugoliv — " Odbarveni —_ Dobarveni
violet roztok 47 alkoholem fuchsinem

&Y @b 7**6¥* W AKEERRN f\_o ) N

s’ G2 & K

Na podloznim sklicku pfipravte natér bakteridlni suspenze do kapky fyziologického

roztoku, ususte jej a fixujte teplem (3 kratké protaZzeni plamenem). Po zchlazeni obarvéte natér
gencianovou violeti po dobu 30 s. Poté ptidejte Lugoliiv roztok a nechte ptsobit dalSich 30 s.
Natér slijte a odbarvujte etanolem (3% po 3's), poté oplachnéte tekouci vodou. Nakonec
dobarvéte kontrastnim barvivem fuchsinem nebo safraninem po dobu 2 min, znovu oplachnéte
vodou a ususte. Takto pfipraveny preparat pozorujte s kapkou imerzniho oleje pod imerznim
objektivem s celkovym 1000nésobnym zvétSenim.

U preparatu dikladné vysetiete jednotnost pozorovanych bunék, jejich morfologii
a barvu. Grampozitivni bakterie se barvi fialoveé, gramnegativni rizové az cervené. Pokud jsou
pfitomny rozdilné bunééné morfologie nebo kombinace grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii, kultura je kontaminovana a neni vhodna pro dal$i testovani. Konkrétné E. coli je
gramnegativni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae s morfologii kratkych ty€inek, Casto velmi
drobnych az kokobacilarnich tvart. Také Salmonella spp. patii mezi gramnegativni bakterie
z ¢eledi Enterobacteriaceae s morfologii sttedné dlouhych tycinek, jejichZ tvary se mohou mirné
lisit v zavislosti na druhu a sérotypu. Je vSak tfeba zdiiraznit, Ze morfologie bakterialnich bun¢k
neni absolutné neménna. Vyznamné ji mohou ovliviiovat samotné kultivacni podminky, typ
média, rtistova faze populace a stresové faktory. Proto je nutné brat vysledky mikroskopického

vySetfeni vzdy jako doplikovy znak, ktery je nutno pouzivat v kombinaci s dalSimi testy.
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Ukol: Vytvoite preparat podle Grama u kultur originalné izolovanych z MCA a SSA nyni
narostlych na MPA, a déle také z origindlné vybranych kolonii narostlych na MCA a SSA,
jejichz cast biomasy byla pouzita pro izolaci Cisté kultury. Mikroskopicky zkontrolujte jejich
Cistotu (ptipadné specifikujte znaky kontaminace), proved'te morfologickou analyzu a kultury

zatad’te do skupiny bakterii dle Grama. Morfologické znaky uved’te do Tabulky 9.

Tabulka 9: Morfologické znaky bakterialnich izolatl

Kultivacni Gram Upoiada- | Pritom- Aggre- Cistota
. 3e Barva Tvar , .
médium (+/-) ni nost spor gace (info)

MCA

MPA
(z MCA)

SSA

MPA
(z SSA)

Pozn.: MCA — MacConkey agar; SSA — Salmonella Shigella agar, MPA — neselektivni

masopeptonovy agar.

4.4.2.2. DalSi mikroskopické preparaty

Pro mikroskopické vySetfeni vzorku je mozné volit 1 dalsi typy preparatl. Vzdy je ale
dilezité zohlednit, které mikroorganismy, pfipadné které jejich ¢asti, a z jaké matrice je chcete
pozorovat, a zda je nutné, ¢i nikoliv natér vzorku zafixovat. V nasledujicim odstavci jsou
uvedeny vybrané ptiklady preparatii s postupy, se kterymi se setkate v nasi laboratofi.

Nativni preparat — Na podloznim sklicku vytvoite suspenzi mikroorganismt ve vod¢
nebo jiném vhodném médiu (napt. laktofenol) a prekryjte krycim sklickem. Pozorujte suchymi
objektivy. Vitalni barveni — Tento preparat slouzi pro odliSeni Zivych a mrtvych bun¢k
mikroorganismu, nejcastéji kvasinek. K vodni suspenzi bunék, ktera je vytvorena na podloZznim
sklicku, pfidejte barvu (methylenova modf) a preparat pirekryjte krycim sklickem. Pozorujte
suchymi objektivy. Zivé buiiky jsou nezbarvené, naopak mrtvé jsou obarveny. Preparat na
rychlo — Na podloznim sklicku vytvoite natér suspenze bakterii v kapce vody, ktery nechte
uschnout na vzduchu. Nésledné ho zafixujte 3x protazenim plamenem a preparat zchlad’te na
laboratornim stole. Poté ho barvéte 1 minutu violeti nebo fuchsinem, oplachnéte pod proudem
vody a ususte. Pozorujte imerznim objektivem. Preparat z mléénych kultur — Na dv¢ tietiny

plochy podlozniho sklicka natfete kulturu bakterii kultivovanou v mléce a ponechte dokonale
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uschnout na vzduchu. Poté natér fixujte alkoholéterem, ktery zaroven rozpousti tuk, po dobu
1 minuty. Natér béhem této doby zcela zaschne. Nasledné moite polovinu suchého natéru 1%
roztok NaOH, ktery narusi bilkoviny mléka, po dobu 10 s (pfi del§im ptisobeni NaOH totiz miize
dojit i k poruseni bilkovin bakterii). Poté preparat omyjte proudem vody a obarvéte metylenovou

modii po dobu 2 minut a znovu oplachnéte a ususte. Pozorujte imerznim objektivem.

4.4.3. Ovéreni identity odebranych izolati

Pro stanoveni pocti E. coli a detekci Salmonella spp. byly pouzity selektivné-
diferenciaéni média. Tato média vSak nejsou stoprocentné specifickd a mohou vést k falesné
pozitivnim vysledkiim, naptiklad v pripad¢, kdy kolonie vykazuji vzhled typicky pro cilovy
mikroorganismus, ale tento fenotyp muze byt vyvolan i jinymi necilenymi koliformnimi
bakteriemi nebo mize byt ovlivnén samotnymi kultivaénimi podminkami. Z tohoto diivodu je
nezbytné vzdy provadét konfirmaci podezielych izolatd, a to zejména u rodd s fenotypové
podobnymi zéstupci. V akreditovanych laboratofich jsou dle norem tyto postupy konfirmaci
vzdy disledné dodrzovany.

Zakladem Uspésné a validni konfirmace je prace s Cerstvé narostlou Cistou kulturou.
Pokud je test provadén s kontaminovanou nebo piestarlou kulturou, mohou byt vysledky
zkreslené a vést k faleSn€ pozitivnim ¢i nespravnym zaveéram.

Pro stanoveni nékterych mikroorganismii 1ze namisto klasickych selektivné-
diferencia¢nich médii vyuzZit média chromogenni, kterd poskytuji vyssi specificitu a usnadnuji
identifikaci cilovych bakterii. V nékterych ptipadech vysledky z té€chto médii nemusi vyzadovat
dalsi konfirmaci, vZzdy vSak zalezi na konkrétnich norméch a poZzadavcich akreditace. V ramci
praktického cvi¢eni budou kromé konfirmacnich imunochemickych a biochemickych testl

pouzita i chromogenni média, pro simulaci jejich aplikace v rutinni laboratorni praxi.

4.4.3.1. Pouziti chromogennich médii

Chromogenni média obsahuji specificky substrat navdzany na barevnou (chromogenni)
latku. Pokud mikroorganismus produkuje enzym charakteristicky pro dany druh, rod nebo
skupinu, tento enzym substrat hydrolyzuje a uvolnény chromogen zplsobi vznik typického
zbarveni kolonie. Diky tomu lze cilové mikroorganismy snadno odlisit od ostatni mikrobioty
a nasledné spocitat pouze kolonie s odpovidajicim zbarvenim. Pfidavek chromogenni latky se

vétSinou kombinuje 1 s dal§imi selektivnimi faktory.
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Tato média jsou pomérné casto vyuzivana naptiklad k detekci E.coli, koliformnich
bakterii, rodt Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, ale také k identifikaci nékterych
kvasinek (Candida spp.). Vyhodou je jednoducha a rychla interpretace vysledki a to, Ze dalsi
konfirmace cCasto neni nutnd, nicméné jeji povinnost zdavisi na pfislusSnych normach
a pozadavcich akreditovanych laboratofi.

Hojné jsou dnes naptiklad pouzivany indoxylové chromogeny, které po odstépeni
zUstavaji uvnitf bakterialnich bunck a nedifunduji do média, coz usnadiiuje vyhodnoceni.
Jednotlivé indoxylové chromogeny maji typickd zbarveni. Piikladem modrého je 5-bromo-4-
chloro-3-indoxyl, purpurového 5-jodo-3-indoxyl, lososového 6-chloro-3-indoxyl a zeleného N-
methylindoxyl.

V ramci praktického cvic¢eni budou pro dil¢i ovéfeni identity izolovanych kultur pouZita
vybrana chromogenni média pro stanoveni a diferenciaci E. coli a Salmonella spp. blize popsana
v nésledujicich podkapitolach. Ukdzka rtustu bakteridlnich kolonii na selektivné-diferenciacnich

chromogennich médiich je zndzornéna na Obrazku 7.

Obrazek 7: Kolonie Salmonella spp. a E. coli po kultivaci na chromogennich médiich

© NM, 2025

Pozn.: A — Purpurové kolonie Salmonella spp. na mlééné zabarveném médiu Brilliance
Salmonella agar (BSA); B — modrozelené kolonie Salmonella spp. na mlécné zabarveném
médiu Harlequin Chromogenic Agar for Salmonella Esterase (CASE); C — zelenomodré
kolonie E. coli na Cirém slamoveé zabarveném médiu Tryptone Bile X-Glucuronide

Chromogenic Agar (TBX).

4.4.3.1.1. Tryptonovy agar se Zlu¢ovymi solemi a X-glukuronidem

Tryptonovy agar se ZluCovymi solemi a X-glukuronidem (TBX; Tryptone Bile X-
Glucuronide Chromogenic Agar) je chromogenni selektivné-diferenciacni kultivaéni médium,
které se pouziva k prikazu a stanoveni B-glukuronidaza pozitivnich kmeni E. coli v potravinach,

vodé, klinickych vzorcich a dalSich biologickych materialech. Princip média je zaloZen na
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kombinaci selektivniho ptsobeni zlu¢ovych soli a chromogenniho substratu 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glukuronidu (X-glukuronid).

Selektivni c¢inek zajistuji zluCové soli, které inhibuji rast grampozitivnich bakterii
a vétSiny ostatnich enterobakterii bez p-glukuroniddzové aktivity. Diferencia¢ni funkce je
zalozena na pfitomnosti X-glukuronidu, ktery je hydrolyzovan enzymem [-glukuronidazou.
Tento enzym je vysoce specificky pro E. coli (ackoli pfiblizn¢ 3—4 % kmenl E. coli jej
neprodukuje). Pti S§tépeni substratu dochazi k uvolnéni nerozpustného indoxylového chromoforu,
ktery je akumulovan v bakteridlnich bunkach a zptisobuje charakteristické zelenomodré zbarveni
kolonii. Ostatni koliformni bakterie a bakterie rezistentni ke Zzluci, které B-glukuronidazu
neprodukuji, tvoii bilé az bezbarvé kolonie. Tim je zajiSténa jasna vizualni diferenciace mezi E.
coli a ostatnimi enterobakteriemi.

V ramci praktického cviceni bude TBX agar (Oxoid) pouzit k pfetfeni a ptipadnému
potvrzeni detekce E. coli z narostlé¢ kultury na MPA (ptivodné na MCA pii mikrobiologickém
rozboru mletého masa). Pro pfipravu 1 litru média rozpustte 36,6 g dehydratované smési
v destilované vodé, promichejte a sterilujte v autoklédvu pti 121 °C po dobu 15 minut.

Takto pfipravené médium obsahuje 20 g tryptonu, 1,5 g Zlucovych soli, 0,075 g X-
glukuronidu, 15 g agaru. Pti 25 °C ma pH 7,2 +0,2.

Po vytemperovani média ve vodni lazni (50 °C) asepticky nalijte agar do velkych Petriho
misek a nechte utuhnout pii laboratorni teploté. Pfipravené misky lze poté ihned pouZit nebo
kratkodobé skladovat v chladni¢ce. Pokud jsou misky timto zplisobem skladovéany, je nutné je

pred pouzitim nejprve vysusSit.

4.4.3.1.2. Brilliance Salmonella agar

Brilliance Salmonella agar (BSA) je chromogenni selektivné-diferenciacni kultivaéni
médium, které se pouziva k izolaci a predbézné identifikaci bakterii rodu Salmonella z potravin,
klinickych a environmentélnich vzorkd. Princip média je zalozen na kombinaci selektivniho
plsobeni latky s obchodnim ndzvem Inhibigen™, antibiotik a na chromogenni diferenciaci
cilovych mikroorganismd.

Selektivni ucinek zajistuje predevsim slozka Inhibigen™. Jedna se o latku skladajici se
ze dvou chemickych komponent, které jsou na sebe vazany a tato latka sama o sob¢ neni toxicka
pro mikroorganismy. Pokud vSak bakterie disponuje specifickym enzymem, ktery tuto vazbu
rozs§tépi, uvolnéné molekuly plisobi toxicky a vedou k poruseni bunécné stény a zaniku buriky.

V BSA pulsobi Inhibigen™ selektivné proti E. coli. K dal§im selektivnim slozkdm patii
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antibiotika novobiocin a cefsulodin, kterd inhibuji rist vétSiny kmenti bakterii rodi Proteus
a Pseudomonas. Diky tomu je zajistén potlaceny rist vétSiny nezadoucich enterobakterii.
Diferenciacni funkce média je poté zaloZena na ptitomnosti dvou chromogennich substratt, které
detekuji aktivitu kaprylat esterazy a B-glukosidazy.

Kaprylat esterdza je enzym typicky pro salmonely (i kdyz se miize vyskytovat
i u n¢kterych druht roda Klebsiella a Enterobacter). Jeji aktivita vede k odstépeni specifického
substratu a uvolnéni chromogenu purpurového zbarveni. Oproti tomu enzym B-glukosidaza se
bézn¢ vyskytuje u bakterii rodt Klebsiella a Enterobacter, nikoliv vSak u rodu Salmonella. Pti
Stépeni prislusného substratu dochézi k uvolnéni chromogenu tmavé modré barvy. Pokud
bakterie produkuji oba enzymy soucasné, barva purpurového chromogenu je prekryta tmavé
modrym chromogenem, coz vede k vyslednému modrofialovému zbarveni. Vysledna morfologie
kolonii tedy umoziiuje jednoznacnou diferenciaci. Salmonella spp., kterd tvoii purpurové
kolonie, Klebsiella spp. a Enterobacter spp. tmavé modré, zatimco ostatni bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae jsou na médiu inhibovany. Nékteré kmeny Proteus spp. mohou vyjimecné
tvofit kolonie slamové barvy, Pseudomonas spp. rizové a E. coli krémové.

V ramci praktického cvi¢eni bude BSA agar (Oxoid) pouzit k pietfeni a pfipadnému
potvrzeni detekce Salmonella spp. znarostlé kultury na MPA (ptivodné na SSA pii
mikrobiologickém rozboru mletého masa). Pro piipravu 500 mL média rozpustte 27 g
dehydratované smési v destilované vodé¢. Poté pred zahiatim ptidejte 1 lahvicku selektivniho
suplementu (Salmonella Selective Supplement) rekonstituované¢ho dle pokynii vyrobce. Za
Castého michani ptived’te k varu do uplného rozpusténi sloZzek média.

Takto ptipravené médium obsahuje 14 g Salmonella Inhibigen™ mixu, 25 g mixu
chromogenti a 15 g agaru. Pfi 25 °C ma pH 7,3 £ 0,1.

Po ochlazeni na 45-50 °C médium dobie promichejte a nalijte asepticky do sterilnich
Petriho misek a nechte ztuhnout pfi laboratorni teploté. Pfipravené misky lze ihned pouzit,

ptipadné kratkodobé¢ skladovat v chladni¢ce. Pfed pouzitim je nutné povrch médii vysusit.

4.4.3.1.3. Chromogenni agar pro Salmonella spp. s esterazovou aktivitou

Chromogenni agar pro Salmonella spp. s esterdzovou aktivitou (CASE; Harlequin®
Chromogenic Agar for Salmonella Esterase) je selektivni chromogenni kultivacni médium
uréené pro detekci a diferenciaci bakterii rodu Salmonella v potravinach, vodé a dalSich

biologickych materidlech. Neni urcen k diagnostice onemocnéni u lidi.
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Princip média je zalozen na pouziti dudlniho chromogenniho systému. Prvni
chromogenni substrat je hydrolyzovan enzymem esterazou, ktery je charakteristicky exprimovan
vSemi druhy Salmonella spp., coz vede k tvorbé typickych modrozelenych kolonii. Druhy
chromogenni substrat je cilem B-glukosidazové aktivity, pfitomné u nckterych necilovych
enterobakterii (napt. Enterobacter spp., Klebsiella spp.). Tyto mikroorganismy tak tvoii cerné
zbarvené kolonie, ¢imz je zajisténo jejich odliSeni od Salmonella spp. Ostatni mikroorganismy
jsou inhibovany nebo rostou jako bezbarvé kolonie (napt. E. coli, Shigella spp., Proteus spp.).
Ptitomnost slozek zvySujicich opacitu kultivaéniho média poskytuje bilé pozadi a usnadiiuje
¢teni vysledkii. Pomoci CASE lze detekovat i nepohyblivé kmeny S. Pullorum, a S. Gallinarum,
monofazické varianty a sérovary s nizkou esterazovou aktivitou (napt. S. Dublin) ¢i laktoza-
pozitivni kmeny (napft. S. Arizonae).

V ramci praktického cviceni mize byt CASE agar (Neogen Culture Media, USA)
alternativné pouzit namisto BSA pro konfirmaci Salmonella spp. na chromogennim médiu. Pro
pripravu 1 litru média rozpustte 49,9 g dehydratované smési v destilované vodé. Za castého
michéni ptived’te k varu, dokud nedojde k tiplnému rozpusténi slozek.

Takto ptipravené médium obsahuje 10,5 g riistového mixu, 11 g selektivniho mixu, 7 g
pufru, 7,5 g ¢inidel pro upravu opacity, 1,4 g chromogenniho mixu a 12,5 g agaru. Pti 25 °C ma
pH 7,3 +0,2.

Po ochlazeni na 45-50 °C médium dobie promichejte, asepticky nalijte do sterilnich
Petriho misek a nechte ztuhnout pfi laboratorni teploté. Pfipravené misky lze ihned pouZit,

pripadné kratkodobé skladovat v chladnic¢ce. Pfed pouzitim je nutné povrch médii vysusit.

4.4.3.1.4. Metodika inokulace kultur na chromogenni média

V ramci cviCeni bude identita Cistych bakterialnich kultur narostlych na neselektivnim
médiu MPA, které byly pivodné detekovany a izolovany ze selektivné-diferencia¢nich médii
MCA a SSA pii rozboru mletého masa, ovéfovana nejen klasickymi konfirma¢nimi testy, ale
také pomoci chromogennich médii. Pro verifikaci E. coli bude pouZito TBX meédium a pro
Salmonella spp. médium BSA.

Do piedem pftipravenych, nalitych a utuhnutych velkych Petriho misek s TBX a BSA
(ptipadné po vysuseni povrchu po vyjmuti z chladnicky) proved’te inokulaci bakterialnich izolati
zMPA metodou kiizového roztéru. Na MPA si vyberte izolovanou bakterialni kolonii.
Asepticky odeberte jeji ¢ast sterilni bakteriologickou kliCkou a rozetfete bakterialni biomasu ve

ctyfech kvadrantech. Po pohybu klickou v kazdém kvadrantu pouzijte nové sterilizovanou
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klicku, abyste snizili hustotu inokula a dosahli findlniho vysevu samostatnych kolonii. Takto
zaoCkované Petriho misky schromogennimi médii a inokuly budou nasledn¢ aerobné

kultivovéany pfii 37 °C po dobu 24 hodin (Obrazek 8).

Obrazek 8: Re-inokulace kultur ze selektivné-diferencia¢nich médii

MCA MPA TBX

O/—

=

37°C,24h

=

37°C,24h

:

MPA BSA

37°C,24h 37°C,24h

Pozn.: MCA — MacConkey agar; SSA — Salmonella Shigella agar; MPA — masopeptonovy

agar; TBX — Tryptone Bile X-glucuronide agar; BSA — Brilliance Salmonella agar.

Po probé¢hlé kultivaci proved’te vyhodnoceni kultiva¢nich znakl narostlych kolonii dle
pokynli vyrobce chromogenniho média a potvrd’te, ¢i vyvratte ptislusnost narostlych bakterii
k cilenym taxontim (E. coli, Salmonella spp.). Poté mikroskopickym vySetfenim ovéite, zda dané

morfologické znaky odpovidaji detekovanému bakteridlnimu taxonu.

Ukol: Zcharakterizujte kultivaéni znaky kolonii narostlych na TBX a BSA a vyhodnotte, zda
odpovidaji cilenym bakteridlnim taxonim. Déle proved'te morfologickou analyzu obou kultur.

Vsechny vysledky zaznamenejte do Tabulky 10.
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Tabulka 10: Kultiva¢ni a morfologické znaky bakteridlnich izolath

Kultiva&ni Kultivacni znaky
médium Barva Tvar Povrch Elevace Prihled- | Struktu- Zapach
nost ra
TBX
BSA
Morfologické znaky
Barva Gram Tvar Uporflda- Pritom- Aggre- C}stota
(+/-) ni nost spor gace (info)

TBX
BSA

Pozn.: TBX — Tryptone Bile X-glucuronide agar; BSA — Brilliance Sa/monella agar.

4.4.3.2. Pouziti konfirmacnich testi

V ptipad€ pouziti selektivné-diferenciaénich médii, a také nékterych chromogennich, je
nezbytné pro ziskani validnich a reprodukovatelnych vysledkt provést dalsi konfirmaci identity
detekovanych mikroorganismii. K tomuto ucelu se vyuzivaji tzv. konfirmacni testy. Jedna se
o rychl¢é identifika¢ni metody, které umoznuji odlisit cilové bakterie od podobnych necilovych
mikroorganismi. Tyto testy jsou obvykle zaloZeny na detekci specifickych enzymi (napt. -
glukuronidaza u E. coli, uredza u Proteus spp., katalaza a koagulaza u Staphylococcus aureus,
esculin-hydroldza u FEnterococcus spp.), prukazu metaboliti (napf. tvorba sirovodiku
u Salmonella spp. a Proteus spp., fermentace laktozy a dalSich cukrii u koliformnich bakterit,
produkce acetoinu u Enterobacter spp. a Klebsiella spp.), ptipadné mohou byt zalozeny na
imunologickych metodadch (napt. aglutinace, latexové testy, imunochromatografie), které
prokazuji ptritomnost druhové ¢i sérovaroveé specifickych antigenti (napf. O a H antigeny
u Salmonella spp., enterotoxiny u S. aureus, specifické antigeny u Listeria monocytogenes).

V ramci praktického cvic¢eni budou identifikovany bakterie izolované z mletého masa za
pouziti jiZ zminénych chromogennich médii a také klasickymi konfirma¢nimi testy ur€enymi pro
potvrzeni E. coli (COLItest) a Salmonella spp. (Salmonella Test Kit).

Nezbytnou soucasti konfirmace je vzdy mikroskopické vySetfeni Cisté kultury, které

slouzi k ovétfeni absence kontaminantli a k popsani zakladni morfologie bakteridlnich bunék
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(Gramovo barveni, tvar, uspofadani) viz Tabulka 9. Cistota vychozi kultury je kliGovym

ptedpokladem pro spravnou interpretaci vysledk konfirmacnich testi.

4.4.3.2.1. Metodika k provedeni COLItestu

COLItest konfirmacni test slouzici k rychlé identifikaci E. coli zalozeny na detekci
aktivity specifického enzymu B-glukuronidazy a pritkkazu tvorby indolu. Enzym B-glukuronidaza
hydrolyzuje substrat 4-methyl-umbelliferyl-B-D-glukuronid, jimz je napusSténa reakéni zdna
testovaciho prouzku. Jeho produktem je 4-methyl-umbelliferon, ktery modfe fluoreskuje v UV
svétle. Indol poté vznika $t€penim aminokyseliny L-tryptofanu enzymem tryptofandzou. Jeho
detekce je zajiSténa reakci s p-dimethylaminobenzaldehydem (soucédst indolového cEinidla)
a vznikem cerveného zbarveni. Piestoze souCasna detekce enzymu s tvorbou metabolitu
predstavuje 95% specifitu pro E. coli, je pti interpretaci velmi dilezité zohlednit i dalsi vysledky
ziskané jinymi ptistupy, protoze n€které kmeny E. coli mohou byt B-glukuroniddza negativni.
Pro zajisténi spravné interpretace vysledkl je nutné vzdy zahrnout také pozitivni kontrolu
(sbirkovy B-glukuronidéza pozitivni kmen E. coli) a negativni kontrolu (jiny bakteridlni taxon).

Test se provadi vlozenim testovaciho prouzku do vytvorené bakteridlni suspenze Cisté
kultury testovaného izolatu a jeho inkubaci pii 37 °C po dobu 4 hodin. Jiz po 1 hoding lze
orienta¢né odecist fluorescenci B-glukuronidadzy pod UV lampou (365 nm). Po 4 hodinach je do
zkumavky piikapnuto Cinidlo pro detekci indolu aje hodnocena barevnd zména. Pozitivni

vysledek fluorescence a zmény barvy jsou uvedeny v Tabulce 11 a zndzornény v Obrazku 9.

Tabulka 11: Interpretace reakci v COLItestu

Reakce B-glukuronidaza Detekce tvorby indolu

Pozitivni Modra fluorescence Ruazové az Cervené zbarveni

Negativni | Nevykazuje fluorescenci | Nazloutlé az Zluté zbarveni

Obrazek 9: Vyhodnoceni COLItestu pro konfirmaci E. coli

©NM2025
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Pozn.: A — Pozitivni (vlevo) a negativni (vpravo) reakce ptfi detekci aktivity enzymu f-

glukuronidazy; B — Pozitivni (vlevo) a negativni (vpravo) reakce pro detekci tvorby indolu.

V ramci praktického cvi¢eni bude COLItest (Erba Lachema, CR) pouzit ke konfirmaci
identity bakteridlniho izolatu Cerstvé narostlého na neselektivnim MPA (ptivodné izolovaného ze
selektivné-diferenciacniho MCA s cilem detekovat a kvantifikovat pocty E. coli v mletém mase).
Pro provedeni testu nejprve pfipravte 1 mL suspenze Cisté kultury testovaného kmene ve
fyziologickém roztoku. Poté do suspenze ponoite testovaci prouzek COLItestu, ktery inkubujte
v termostatu pii 37 °C po dobu 4 hodin. Nasledné zkontrolujte aktivitu B-glukuronidazy
ozatenim prouzku UV lampou a zaznamenejte vysledek. Poté pfidejte 4—5 kapek indolového

¢inidla a opét zaznamenejte vysledek reakce.

Ukol: Proved’te COLItest pro ovéfeni identity izolatu E. coli ze vzorku mletého masa originalné
vykultivovaného na MCA. Do testovani zahriite i pozitivni a negativni kontrolu. Vysledky
zaznamenejte do Tabulky 12 a zhodnot'te, zda byla E. coli konfirmovana, a zda lze ziskané

kultivaéni pocty (KTJ/g) povazovat za spolehlivé.

Tabulka 12: Vysledky COLItestu

Detekce tvorby Konfirmace E. coli
Fluorescence (p-glu- . 9 . P
Vzorek ., indolu (Cervena +/ (pozitivni/
kuroninidaza: +/-) ., .
Zluta -) negativni)
A (MCA kmen)
B (+ CTRL)
C (- CTRL)

Pozn.: MCA — MacConkey agar; + CTRL — pozitivni kontrola; - CTRL — negativni kontrola.

4.4.3.2.2. Metodika k provedeni Salmonella Test Kitu

Salmonella Test Kit je rychly imunochemicky konfirmac¢ni test zaloZeny na principu
latexové aglutinace. Aglutina¢ni testy funguji na principu vysrazeni vzorku po reakci antigenu
(obsazen v analyzovaném vzorku) a specifické protilatky, kterd je ke vzorku piidana. Pro
provedeni aglutina¢niho testu neni nutné pouzitou protilatku nijak znacit a test se vyhodnocuje
bud’ jako pozitivni (probé¢hla aglutinace, tedy vysrazeni) nebo negativni (aglutinace neprob¢hla).
Konkrétné Salmonella Test Kit je urCeny k presumptivni identifikaci Salmonella spp.
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v klinickych, potravinafskych i1 veterinarnich vzorcich. Test lze provadét z bakteridlnich kolonii
nebo kultur a 1ze jim detekovat vétSinu béznych druht Salmonella spp.

Na latexové Castice jsou navdzany specifické protilatky proti povrchovym (zejména
flagelarnim) antigentim Salmonella spp. Pokud jsou latexové €astice smichany se suspenzi bunck
Salmonella spp., dochazi béhem nékolika minut k okem viditelné aglutinaci, protoze antigeny
bakterii se vazou na protilatky fixované na latexovych kuli¢kach. Vznik srazeniny tedy znaci
pozitivni konfirmaci Salmonella spp. Pokud roztok latexovych &astic s bakterialni suspenzi
zlstanou homogenni, jedna se o negativni vysledek a Salmonella spp. neni konfirmovéna.

Princip testu je schematicky znazornén na Obrazku 10.

Obrazek 10: Princip imunologického aglutinacniho testu

@
[
O ®
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Latexové castice se Flagelarni antigeny

+

specifickymi protilatkami Salmonella spp. @

=

AGLUTINACE

Pozn.: Na latexové Castice jsou navazany protilatky proti flagelarnim antigentim Salmonella
spp. Pokud je do roztoku ¢astic pfimichana suspenze Salmonella spp., dojde ke vzniku vazby

mezi protilatkou a antigenem a vysledné aglutinaci.

Ukézka pozitivni a negativni reakce je znazornéna na Obrazku 11. Pro spravnou
interpretaci vysledkl je dilezité vzdy do testovani zahrnout také pozitivni (sbirkovy kmen

Salmonella spp.) a negativni kontrolu (jiny bakterialni taxon, napt. E. coli).
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Obrazek 11: Vyhodnoceni Salmonella Test Kit pro konfirmaci Salmonella spp.

Pozn.: 4 — Kmen Salmonella spp. vykultivovany zrealného vzorku mletého masa; 5 —
kontrolni sbirkovy kmen Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium LT2; 6 —
kontrolni sbirkovy kmen E. coli J13. U varianty 4 a 5 doslo k aglutinaci, tedy konfirmaci

Salmonella spp., zatimco u varianty 6 nikoliv.

V ramci praktického cvieni bude Salmonella Test Kit (Oxoid) pouzit ke konfirmaci
identity bakterialniho izolatu ¢erstvé narostlého na neselektivnim MPA (ptivodné izolovaného ze
selektivné-diferenciacniho SSA s cilem kvalitativné detekovat Salmonella spp. v mletém mase).
Pro provedeni testu nejprve képnéte suspenzi latexovych kuli€ek s navazanymi antiséry. Poté
asepticky vmichejte suspenzi testovanych bakterii (1015 s). Po 2 minutach ponechani suspenze

v klidu vyhodnot’te reakce a zaznamenejte vysledek konfirmace.

Ukol: Proved'te Salmonella Test Kit pro ovéfeni identity izolatu Salmonella sp. ze vzorku
mlet¢ho masa origindln€ narostlého na SSA. Do testovani zahriite 1 pozitivni a negativni
kontrolu. Vysledky zaznamenejte do Tabulky 13 a zhodnotte, zda byl rod Salmonella

konfirmovan, a zda lze detekci kultivacni cestou povazovat za spolehlivou.

Tabulka 13: Vysledky Salmonella Test Kitu

Vznik sraZeniny Konfirmace Salmonella spp.
Vzorek s . .
(+/-) (pozitivni/negativni)
A (SSA kmen)
B (+ CTRL)
C (- CTRL)

Pozn.: SSA — Salmonella Shigella agar, + CTRL — pozitivni kontrola; - CTRL — negativni

kontrola.

54




4.4.3.3. DalSi imunochemické testy pro detekci bakterii

Imunochemické testy obecné piedstavuji vyznamnou skupinu metod vyuzivanych
v klinické, veterinarni i potravinafské mikrobiologii. Jsou zalozeny na vysoce specifické vazbé
antigen—protilatka, coz umoziuje rychlou a spolehlivou detekci i v komplexnich vzorcich bez
nutnosti pifedchozi izolace nebo kultivace mikroorganismii. Krom¢ mikrobiologie nachazeji tyto
metody uplatnéni i v dalSich oblastech biomediciny a analytiky, naptiklad pfi stanoveni hladiny
hormonti (t€hotenské testy), detekci drog v biologickych tekutindch, pti uréovani krevni skupiny
nebo pii sledovani mykotoxinti v potravinach a krmivech.

Mezi hlavni vyhody imunochemickych metod je rychlost provedeni a jednoduchost jejich
provedeni, nenarocnost na laboratorni vybaveni, relativné¢ nizkd cena a Sirokd komer¢ni
dostupnost, vysoka specifita a citlivost. Diky témto vlastnostem se staly béznou soucasti rutinni

diagnostiky i kontroly hygieny potravin.

4.4.3.3.1. ELISA

Metoda ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) patii mezi nejrozsifenéjsi
imunochemické testy pouzivané pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu biomolekul. Vyuziva
znacené imobilizované protilatky navdzané na pevnou matrix (napf. dno jamky v mikrotitracni
desticce), na které se vazou cilové antigeny mikroorganismi pfitomné ve vzorku. K navazanému
antigenu se poté pfidaji dalsi sekundarni protilatky, které jsou konjugované s enzymem (napft.
peroxidaza nebo alkalicka fosfatdza). Po nasledném pfidani specifického substratu dochazi
k enzymatické reakci, jejimz vysledkem je barevna zména. Podle pouZitého enzymu a substratu
je poté volena vhodna vinova délka nezbytnd k detekci barevného produktu. K barevné zméné
nedojde, pokud nevznikl komplex protilatka—antigen—protilatky—enzym. Intenzita zbarveni
(stanovend vétSinou spektrofotometricky) je pifimo umérnd koncentraci antigenu, a tedy
1 mnozstvi cilovych mikroorganismi. V tomto piipad¢ se jednd o sendvicovy typ ELISA testu,
ktery je zndzornén na Obrazku 12. Existuje ale 1 fada dalSich variant testu s riznymi

modifikacemi.
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Obrazek 12: Princip sendvi¢ového typu ELISA testu
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s konjugovanym
enzymem

Substrat

\\

ANTIGEN
)

SIGNAL

Primarni
protilatka

Zachycovaci
protilatka

Pozn.: Pro uspésné pouziti sendviCového typu ELISA testu je nutné, aby mikrobialni
antigeny obsahovaly alespoii dvé odliSnd vazebna mista umoziujici vytvotreni

tzv. sendvi¢ového komplexu.

ELISA se vyuzivd napiiklad k detekci patogennich bakterii a jejich antigent
(L. monocytogenes, Salmonella spp., E. coli, Campylobacter spp.), nékdy také ke stanoveni
pritomnosti virovych antigenti (napf. rotavirus, norovirus), k detekci a kvantifikaci bakterialnich
toxinl (stafylokokové enterotoxiny, klostrididlni botulotoxiny), mykotoxont, alergenii a dalSich

metabolitil v potravinach.

4.4.3.3.2. Imunochromatografické testy

Dals§i variantou imunochemickych metod jsou v soucasné dobé velmi rozSitené
imunochromatografické testy (LFIA; Lateral Flow ImmunoAssay). Jsou dostupné ve formé
testovaciho prouzku (stripu), jehoz hlavni cast tvofi nitrocelulosovd membrana. Na této
membrané jsou imobilizovany protilatky reagujici s cilovym antigenem a test je dale tvofen
ttemi funkénimi podloZzkami. Aplikacni podlozka slouzi k naneseni vzorku, konjuga¢ni podloZka
obsahuje konjugat specifické protilatky s barevnou ¢astici (nejcastéji koloidni zlato nebo uhlik)
a absorpéni podlozka zajiStuje vzlinani tekutiny a odvadi pfebytek vzorku. Cely systém je

obvykle uzavfen v plastovém pouzdre, které¢ chrani membranu a umoziuje snadnou manipulaci.
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Po aplikaci vzorku, ktery musi byt ve form¢ roztoku nebo suspenze, zacne kapalina
vzlinat membranou. Nejprve se dostava do kontaktu s konjugatem (barevna Castice—protilatka).
Pokud je ve vzorku pfitomen hledany antigen, navaze se na protilatku v konjugatu a vznikly
imunokomplex putuje dal membranou. V testovaci zo6n€¢ imunokomplex interaguje
s imobilizovanou specifickou protilatkou, coz se projevi vznikem barevné linky v testovaci zoné.
Prebytek konjugétu vzlina membranou dél do kontrolni zony, kde se vdZe na jiny imobilizovany
protein s afinitou k pouzité barevné c¢astici. Vysledkem je vznik druhého prouzku, ktery

potvrzuje spravné provedeni testu. Princip fungovani LFIA je znazornén na Obrazku 13.

Obrazek 13: Princip imunochromatografického testu

N —
Konjugat protilatka-barevna castice

4 TESTOVACI  KONTROLNI
IMUNOKOMPLEX ZONA Z0NA
ANTIGEN
ANALYT Q — N7 \Y4
%9
Protilatka ) K
Aplikaéni Konjugacni - ] . . Absorpcni
podlozka podlozka Nitrocelulézova membrana podlozka

Pozn.: Na konjugaéni podlozce je imobilizovany konjugat protilatky s barevnou ¢astici.
Pouze pokud je v analytu pfitomen antigen, vznikne imunokomplex, ktery dale vzlina

membranou az k interpretaénim zonam.

Nejznaméjsim prikladem LFIA v bézné praxi je t€hotensky test. V mikrobiologii potravin
se tyto testy vyuzivaji zejména pro rychlou detekci patogennich mikroorganismi (napf.
Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Campylobacter spp.) a také pro stanoveni

bakterialnich toxint, (napf. verotoxinit VT1 a VT2).

4.4.4. DalSi metody detekce a identifikace bakterii

Zékladni taxonomickou jednotkou je v mikrobiologii druh. V potravinaiské praxi je vSak

Casto nutnd identifikace bakterii az na uroven kmene (napf. probiotické kmeny, sérotypy

57



Salmonella spp. nebo E. coli). Pro spolehlivé taxonomické zarazeni je nezbytné kombinovat
ruzné metodické pristupy, a uplatiiovat tak tzv. polyfazicky ptistup.

Do nedévna, kromé imunochemickych testii, a Casto 1 v soucasnosti, byly pro rutinni
identifikace bakterii pouzivany biochemické testy zalozené na studiu rozdilné enzymové
vybavy jednotlivych skupin mikroorganismii. Nevyhodou téchto testli je vSak ¢asova, finanéni
a pracovni naroc¢nost. Jejich vysledky navic ¢asto nejsou zcela spolehlivé, zejména u nékterych
skupin bakterii a blizce ptibuznych druhti. Pro spolehlivéjsi, rychlejsi a citlivéjsi taxonomické
zafazeni bakterii se proto v souCasnosti stale ¢astéji vyuzivaji moderni metody.

Molekulirné-biologické metody jsou zaloZzeny na analyze nukleovych kyselin (DNA
nebo RNA) a umoznuji detekovat specifické geny nebo analyzovat celé genomy
mikroorganismul. Nekteré z téchto metod 1ze vyuZit i pro pfimou detekci bakterii ve vzorku bez
nutnosti jejich predchozi kultivace a izolace. U instrumentdlnich metod jsou vyuzivany
fyzikélné-chemické principy k ureni charakteristickych znaki  mikroorganisma.
Nejvyznamnéj$im zéastupcem je MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, kterd umoziuje
identifikaci na zaklad¢ proteinového profilu. Obé skupiny téchto metod ptinaseji zdsadni vyhody
oproti tradi¢nim postupiim, a to piedevsim rychlost, vyssi citlivost a moznost ziskat detailné;si
informace o vlastnostech mikroorganismti. Kazda z metod ma ale zaroven sva omezeni, a proto

se v praxi Casto vzajemn¢ dopliuji.

4.4.4.1. Molekularné-biologické metody

Molekularné-biologické metody (naptiklad PCR, real-time PCR, sekvenace) umoziuji
rychlou, citlivou a specifickou identifikaci patogenii 1 technologicky vyznamnych
mikroorganisml pfimo v potravinach. Oproti klasickym kultivaénim metoddm odpada nutnost
dlouh¢ inkubace, coz je klicové zejména v piipad¢, pokud je vyZzadovana rychla reakce (napf. pii
epidemiich nebo pfi podezieni na pfitomnost vysoce rizikovych patogeni). Tyto metody navic
umoziuji detekovat i poSkozené nebo nekultivovatelné bunky, které by na Zivnych médiich
nebylo mozné prokazat. DalSimi vyhodami jsou jejich vysoka citlivost a specifita, moznost
detekce specifickych genti (jak pro identifikaci, tak 1 pro pritkaz gent virulence a rezistence)
a také moznost paralelni detekce vice mikroorganismu v ramci jedné analyzy.

Prvnim krokem je vzdy izolace DNA, bud’ z ¢isté kultury vyizolovaného kmene bakterie,
nebo z celkové DNA ziskané pfimo ze vzorku potraviny. Nasledné je DNA analyzovana podle
cile detekce riznymi metodami, naptiklad rodové ¢i druhové specifickou PCR, kvantitativni

PCR (gqPCR), ptipadn¢ sekvenaci vybranych specifickych geni nebo celého genomu. Kazda
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metoda ma odli$né naroky na provedeni a interpretaci vysledki, a proto je nezbytné, aby analyzy
provadél zkuSeny pracovnik. Nevyhodou téchto metod je také znacnd financ¢ni a technicka
naroCnost, zejména na pristrojového vybaveni. Zejména z téchto divodu se Casto vyuzivaji
mezilaboratorni spoluprace nebo sluzby komercnich firem.

V soucasné dobé se za referencni metodu identifikace bakterii povazuje sekvenace
genomu, tedy urceni poradi nukleotid v DNA daného mikroorganismu. Tyto metody jsou ale
naro¢né¢ na piistrojové vybaveni a zkuSenosti pracovnikl. Jejich masivni rozSifeni nicméné
umoznilo zefektivnéni procesu sekvenovani a rozvoj fady specializovanych spolecnosti
nabizejicich tuto sluzbu, coz vedlo k vyraznému zlevnéni a zlepSeni dostupnosti. Nevyhodou
vsak zlstava zavislost na bioinformatické analyze, kterd vyzaduje zkuSeného bioinformatika.

Pro béznou rutinni identifikaci mikroorganisml vSak neni nutné sekvenovat cely genom,
ale postaci cilend analyza ¢asti DNA. Nejcastéji se vyuziva sekvenace genu kodujiciho 16S
rRNA (soucast 30S podjednotky ribozomi prokaryot). Tento gen o délce ptiblizn¢ 1500 bp
obsahuje jak konzervované oblasti (spolecné pro vSechny bakterie), tak hypervariabilni tseky
umoznujici druhovou identifikaci. Ziskand sekvence se uklada do vetejné dostupnych databazi
aporovndva se s referenénimi sekvencemi typovych kmend. Podobnost s databazovym
zdznamem pak umoznuje spolehlivou identifikaci nezndmého mikroorganismu. Porovnani
sekvenci genu 16S rRNA se také vyuziva k tvorbé fylogenetickych stromd, které zndzornuji

evoluéni ptibuznost jednotlivych mikroorganismi.

4.44.2. Instrumentalni metody - MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass
Spectrometry), tedy hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s priletovym analyzatorem, je moderni instrumentalni metodou, kterda umoziiuje velmi rychlou
a pfesnou identifikaci mikroorganismil je. Na rozdil od molekularné-biologickych metod neni
zalozena na analyze nukleovych kyselin, ale na stanoveni charakteristického proteinového
profilu, zejména ribozomalnich bilkovin. Kazdy rod ¢i druh mikroorganismu ma své specifické
hmotnostni spektrum, které je ndsledné porovnano s databazi referen¢nich spekter.

Velkou vyhodou metody je jeji rychlost, jednoducha ptiprava vzorku a nizké naklady na
jedno stanoveni. Analyza probihd v fadu minut od ziskani ¢isté kultury, coz ¢ini metodu
vhodnou pro rutinni laboratorni praxi. Nevyhodou je nutnost piedchozi kultiva¢ni analyzy
daného vzorku, izolace kolonie a kultivace ziskaného izolatu, a také zavislost na kvalité databaze

hmotnostnich spekter mikroorganismt.

59



MALDI-TOF MS se dnes uplatiiuje predevsim v klinické a veterindrni mikrobiologii, ale
stale Castéji také v oblasti potravinafstvi, zejména pfii kontrole hygienické kvality potravin a pii
identifikaci technologicky vyznamnych mikroorganismt. I kdyz se jedna o relativné levnou
metodu z hlediska provoznich ndkladi, pofizovaci cena samotného pfistroje a softwaru je velmi

vysoka, coz je hlavni limitujici faktor jeji $ir$i dostupnosti.

4.4.4.2.1. Princip

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zaloZena na rozdéleni nabitych Castic
(iontl) podle jejich poméru hmotnosti a nadboje (m/z) v elektrickém poli. V piipadé¢ MALDI-
TOF MS je ionizace dosaZena pomoci laseru v pfitomnosti matrice. Pokud by byly molekuly
ozatovany laserem ptimo, dochéazelo by k jejich nezadouci fragmentaci. Proto je pii MALDI-
TOF MS pouzivana matrice (nizkomolekularni latka — naptiklad kyselina skoficova), ktera
absorbuje energii laseru, chrani molekuly vzorku pfed rozkladem a zaroven piendsi energii
pottebnou k jejich desorpci a ionizaci.

Smés matrice a vzorku je nanesena na kovovou nerezovou desticku (nosic) a po zasdhnuti
laserovym pulsem dochdzi k excitaci matrice, ktera nasledné uvolni (desorbuje) a ionizuje
molekuly vzorku. Vzniklé ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem a vstupuji do letové
trubice ve vakuu, kde se pohybuji rychlosti zavislou na jejich poméru m/z. Detektor méti dobu
pruletu ionizované Castice, z niz je vypocCitan pomér m/z. Leh¢i ionty dopadaji na detektor
spektrum, které odrazi slozeni analyzovaného vzorku.

Pfi identifikaci mikroorganismii se z jejich bun€k ziskdvaji pfevazné ribosomalni
proteiny, které tvofi dominantni a reprodukovatelné signdly v nizkomolekulové oblasti spektra
(cca 2-20 kDa). Spektra téchto proteinti jsou stabilni a dobfe porovnatelna. Kazdy rod ¢i druh
ma charakteristicky proteinovy profil. Ukézka spekter bakterii je znazornéna na Obrazku 14.
Ziskané spektrum je poté porovnano s referencnimi spektry ulozenymi v databdzi, na jejichz
zaklad¢ je mikroorganismus identifikovan.

Vyhodou metody MALDI-TOF MS je vysoka rychlost, jednoducha ptiprava vzorkl
anizké provozni ndklady. Nicméné pofizovaci naklady na pfistroj a software jsou znacné
vysoké. Pro identifikaci lze pouzit jak bakteridlni biomasu kolonii, tak narostlou kulturu
v tekutém bujonu. Ptiprava vzorku se poté 1isi podle vstupujiciho materialu a vzdy musi byt
dodrZzovany pokyny vyrobce (napiiklad volba extrak¢nich ¢inidel apod.). Samotna analyza poté

trva v fadu minut. Metoda je navic velmi citliva a poskytuje reprodukovatelné vysledky.
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Nevyhodou bakterialnich identifikaci touto metodou je nutnost prace s ¢istym kmenem,
ktery je spojen s ptredchazejici kultivani analyzou, nezbytnou izolaci a kultivaci. Samotna
databaze obvykle obsahuje omezeny pocet referenc¢nich spekter, jejichz aktualizaci provadi
pouze vyrobce. To sice zajistuje kvalitu a reprodukovatelnost dat, ale zaroven to neumoznuje
identifikaci taxond, které nejsou soucasti databaze. Tyto mikroorganismy, jejichz spektra nejsou
v databazi obsazeny, lze dodate¢n¢ dodat a databazi tak rozsifit o vlastni kmeny. Pouze ale za
predpokladu, ze budou striktné dodrzeny metodické pokyny vyrobce. Takto vytvoiena rozsifena
databaze miize slouzit jako velmi efektivni a levny nastroj pro identifikace Sirokého spektra

rutinng identifikovanych mikroorganism.

Obrazek 14: Hmotnostni spektra bakterialnich izolatt
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Pozn.: Na obrazku jsou prezentovany hmotnostni spektra ¢tyf bakterialnich kmend stejného
druhu. Pfestoze byly vSechny kmeny Gspé$né zidentifikovany na uroven druhu, je zjevné, ze
u prvniho z nich je viditelny zna¢né odlisny profil pikt, at’ uz v samotné pozici ¢i intenzite.
To poukazuje na kmenovou variabilitu v ramci druhu. Pro jeji hodnoceni je nicméné
nezbytné analyzovat ziskana spektra podrobné&ji, nikoliv pouze s vygenerovanymi vysledky

s interpretacemi.
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4.4.4.2.2. Metodické postupy

Jak jiz bylo uvedeno, pro MALDI-TOF MS identifikaci bakterii je nutné pracovat
s Cerstvé narostlou €istou kulturou. Pfi pouziti kultur uchovanych pti 4 °C dochézi k rapidnimu
zhorseni ziskanych spekter. Aby se pfedeSlo kontaminaci spekter, je nezbytné pracovat
s kvalitnim plastovym materidlem. Zaroven je nezbytné si piedem pfipravit vSechny potfebné
chemikalie podle typu pouzité metody. Pro kazdou v nésledujicich odstavcich prezentovanou
metodu je vzdy nezbytné si nejprve pripravit matrici, kterd umoziuje ionizaci vzorku.

Vnasi laboratofi pouzivame jako matrici roztok Kkyseliny alfa-kyan-4-
hydroxyskoricové, Pro jeji pfipravu musi byt nejprve piipraven roztok organického
rozpoustédla (OR), ktery se sklada z 50 % acetonitrilu (AN), 47,5 % vody a 2,5% trifluoroctové
kyseliny (TFA). Pro pfipravu 1 mL roztoku ve sterilni 1,5mL Eppendorf zkumavce aplikujte
500 uL 100 % AN, 475 uL HPLC vody a 25 pL 100 % TFA a dikladn¢ promichejte na vortexu.
Poté do tuby s HCCA Matrix Portioned (Bruker, Némecko) pfidejte 250 uL. OR a michejte na
vortexu do uplné rozpusténi vSech Zlutych krystali. Takto pfipravena matrice musi vzdy byt
uchovéana v temnu pii laboratorni teploté idealné ne déle nez 2 tydny. Alternativni variantou
pfipravy matrice je navazeni alfa-kyan-4-hydroxyskoficové kyseliny do sterilni 1,5mL
Eppendorf zkumavky na analytickych vahach a pfidani roztoku OR v poméru 1:1. Dalsi postup
je poté identicky.

Pro analyzu je nezbytné zkontrolovat, zda je na MALDI desticce (Obrazek 15) je
dostatek prazdnych spoti. Desticka musi byt vzdy uloZena v obalu. Sahejte na ni vzdy pouze
v rukavicich. V pfipad¢ potieby je moZné destiCku umyt a pripravit pro dalSi identifikace
podle nasledujiciho postupu. Povrch desticky, kterou polozte do myci misky, ptekryjte 70%
etanolem, ktery nechte ptisobit 5 minut. Nasledné desti¢ku oplachujte pod tekouci horkou vodou
z vodovodu. Poté namocte ubrousek pro ¢isténi MALDI desticky do 70% etanolu a otirejte jim
povrch desticky. K tomu poté desticku znovu oplachujte pod tekouci horkou vodou. Poté polozte
desticku zpét do myci misky a v digestofi naneste 100 uL. 80% TFA na jeji povrch desticky
aintenzivné¢ poté otfete vSechny spoty novym ubrouskem. Hned poté oplachtéte desticku
destilovanou vodou a vysuSte novym ubrouskem. Pokud je desticka dokonale suchd, mize byt

uloZena zpét do obalu a je takto pfipravena k pouziti.
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Obrazek 15: Leskla nerezova MALDI-TOF MS destic¢ka

Pozn.: Na obrazku je MALDI-TOF MS desticka — typ MTP 384 Target Plate Polished Steel
BC (Bruker, Némecko). Na pozicich A1-N16 byly zméfeny vzorky bakterialnich kultur.

Pozice N17-P24 ptedstavuji volné spoty pro naneseni novych vzorkt pro dalsi analyzy.

Pro uspésnou identifikaci musi byt mikrobidlni kultura vzdy kultivovana v neselektivnim
médiu. Lze ji identifikovat pfimo z kolonie narostlé na agaru v Petriho misce nebo z kultury
narostlé v tekutém bujonu. Podle druhu vzorku a predpokladané identity je nutné zvolit vhodnou
metodu piipravu vzorku s moznym zafazenim extrakce. VSechny nasledujici navody a postupy
vyhazeji z pokynl vyrobce a Skoleni ke spravnému pouzivani ptistroje a jsou aplikovatelné na
MALDI-TOF MS identifikace z kolonii narostlych na agaru v Petriho miskéach.

Nejzakladnéjsi metodou piipravy vzorku je PFimy pienos mikroorganismu (DT; Direct
Transfer). Na MALDI desticku rozettete pipetovaci Spickou ¢i plastovou klickou nebo paratkem
piimo bakteridlni biomasu (idealné ¢ast jedné kolonie) jako tenky film. Hustota natéru nesmi byt
prilis vysoka. Pokud je na spotu desticky okem vidét alespon néjaky biologicky materidl je to pro
meteni dostacujici. Poté biomasu piekryjte napipetovanim 1 pL roztoku matrice, ktery nechte
uschnout. Nasledné desticku se vzorky zméite bez dalsiho skladovani.

Dalsi metodou zahrnujici 1 krok extrakce je poté RozSiFeny primy pienos

mikroorganismu (eDT; Extended Direct Transfer). Na MALDI desticku naneste bakterialni
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biomasu. Poté aplikujte 1 pL 70 % kyseliny mravenc¢i jako extrakéniho cinidla a nechte
zaschnout. Nasledné pipetujte 1 pL roztoku matrice, nechte ji zaschnout a desticku se vzorky
zm¢éite.

Metoda Extrakce pomoci trifluoroctové kyseliny (TFA; Trifluoroacetic Acid) je
vhodna pro sporulujici mikroorganismy, u nichz selhala identifikace metodou DT. Do 1,5mL
Eppendorf zkumavky pifeneste 5—10 mg bakteridlni biomasy. Poté k ni pfidejte 50 pl 80% TFA
(s TFA pracujte vzdy v digestoii) a promichejte pipetovanim az do vytvoreni suspense a uplného
rozpusténi/denaturace materidlu. Poté vzorek inkubujte pii laboratorni teplot¢ po dobu 10-30
minut. Nasledné ptidejte 150 pL destilované vody, 200 pL 100% AN a promichejte na vortexu.
Vzorek stocte na centrifuze pii maximalnich otakach po dobu 2 minut. Nésledné pipetujte 1 pL
supernatantu na spot MALDI desti¢ku, nechte uschnout a poté hned piekryjte 1 pL roztoku
matrice. Po uschnuti desticku se vzorky zméite.

Metoda Extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravenci (FA; Formic Acid) je poté
vhodna pro vSechny nesporulujici mikroorganismy, u nichz selhala metoda DT. Je také velmi
vhodna pro identifikaci kvasinek. Do 1,5mL Eppendorf zkumavky napipetuje 300 uL HPLC
vody, do které mikrobiologickou kli¢kou pfidejte bakteridlni biomasu (zhruba 5-10 mg)
a vytvoite suspenzi. Poté ptidejte 900 pL absolutniho etanolu a dikladné promichejte. Vzorek
stoCte na centrifuze pfi maximalnich otackach po dobu 2 minut, poté slijte supernatant a znovu
za stejnych podminek zopakujte centrifugovani. Poté odstrante zbytkovy etanol pipetovanim bez
naruseni pelety a nechte 5—10 minut schnout pfi laboratorni teploté. Nasledné pfidejte 80 pL
70% FA a dukladn¢ promichejte. Poté pfidejte stejné mnozstvi 100% AN a opét promichejte.
Vzorek stocte na centrifuze pfi maximalnich ota€kach po dobu 2 minut. Nasledné pipetujte 1 pL
supernatantu na spot MALDI desti¢ku, nechte uschnout a poté hned piekryjte 1 puL roztoku
matrice. Po uschnuti desticku se vzorky zméite.

Metoda Extrakce pomoci etanolu a FA miiZe byt modifikovana i pro pripravu
vzorku Kkultury narostlé v tekutém médium. V nasledujicim odstavei je popsan tento
modifikovany postup. Do 1,5mL Eppendorf zkumavky odeberte 1 mL kultury. Zkumavku stocte
na centrifuze pfi maximalnich otackach po dobu 2 minut. Nésledn¢ slijte supernatant a pelety
resuspendujte pipetou v 70% etanolu. Vzorek poté znovu stocte pifi maximalnich otackach po
dobu 2 minut, slijte supernatant a centrifugovani za stejnych podminek zopakujte. Poté odstraiite
zbytkovy etanol pipetovanim bez naruSeni pelety a nechte 5—10 minut schnout pii laboratorni
teploté. Nasledné pridejte 15 pL 70% FA a dikladné promichejte. Nasledné ptidejte 15 pL 100%

AN a opét promichejte. Vzorek stocte pfi maximalnich otackach po dobu 2 minut. Nasledné
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pipetujte 1 pL supernatantu na spot MALDI desticku, nechte uschnout a poté hned piekryjte
1 pL roztoku matrice. Po uschnuti desticku se vzorky zméite.

Pro samotné méfeni na pfistroji je pouzivan software MALDI Biotyper (Bruker).
Nameétena spektra jsou pomoci statistické analyzy porovnana s referencnimi spektry dostupnymi
v databazi vyrobce. Mikroorganismy jsou poté identifikovany na troven druhu, ptipadné rodu.
Vzorkiim jsou podle podobnosti s referencnimi spektry pridéleny identity spolu s identifikacnimi

score a konzistentnimi kategoriemi. Interpretace téchto vystupti je vysvétlena v Tabulce 14.

Tabulka 14: Interpretace vysledkit MALDI-TOF MS identifikace

Rozsah | Interpretace Symboly
Identifikace s vysokou mirou jistoty (+++)
1,70-1,99 | Identifikace s nizkou mirou jistoty )
Identifikaci organismu nelze provést (NRI) ()

Kategorie | Interpretace

Druhova konzistence — Nejlepsi shoda byla klasifikovana jako ,,zelena®. Je-li druha
A nejlepsi shoda také ,,zelena®, patii ke stejnému druhu jako prvni. Pokud je druha nejlepsi
shoda ,,zIuta“, ma s prvni shodou pfinejmensim shodny rod.

Rodova konzistence — Nejlepsi shoda byla klasifikovana jako ,,zelena“ nebo ,,zIuta“.
B Je-1i druhd nejlepsi shoda také ,,zelena“ nebo ,,zluta”, ma s prvni shodou pfinejmensim
shodny rod. Podminky druhové konzistence (viz vys$e) nebyly naplnény.

C ZAdn4 konzistence — Nebyly naplnény podminky druhové ani rodové konzistence.

Pozn.: Pokud jsou ziskany vysledky identifikaci s vysokou mirou jistoty (zelené skore) lze
spoléhat na identifikaci na Groven druhu, zatimco pfi identifikaci s nizkou mirou jistoty
(Zluté skore) pouze na identifikaci na uroven rodu a pii ziskani vysledku identifikaci
organismu nelze provést (Cervené skore), neboli NRI, nelze analyzovany vzorek
identifikovat. Pro validni interpretaci je nicméné dulezité zvazit také kategorii, ktera je

platny pro dany vysledek.

Vysledky MALDI-TOF MS identifikaci mohou byt vyznamné ovlivnény celou fadou
faktori od samotné kultivace a pusobeni stresovych faktorti, pfipadné kontaminace kultury,
metody pfipravy vzorku, Cerstvosti matrice ¢i chybéjiciho referencniho spektra daného taxonu

v databazi vyrobce apod.

4.4.4.2.3. Metodika identifikace bakterialnich izolatu z mletého masa
V ramci praktického cvi¢eni bude MALDI-TOF MS pouZito k identifikaci bakteridlnich

izolatlh narostlych na neselektivnim MPA. Pivodné byly tyto kmeny izolovany ze selektivné-

diferencia¢nich médii, konkrétn¢ z MCA scilem detekce E. coli a z SSA scilem detekce
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Salmonella spp. ze vzorku mletého masa. Pro ovéfeni identity narostlych bakteridlnich kultur
proved’te MALDI-TOF MS identifikaci metodou Rozsiteného piimého ptenosu mikroorganismui
(eDT) s pouzitim FA jako extrak¢niho Cinidla. Na MALDI desticku aplikujte vzorky duplikéatné
a zaznamenejte si pozice spoti. Ziskané vysledky poté tadné zinterpretujte a porovnejte

s vysledky konfirmacnich testi a mikroskopického vysetieni.

Ukol: Provedte identifikaci bakterialnich izolatd Gerstvé narostlych na MPA, které originalné
pochézeji z MCA a SSA. Do testovani zahriite 1 kontrolni sbirkové kmeny o zndmé identité

odpovidajici cilenym taxonim. Vysledky zaznamenejte do Tabulky 15.

Tabulka 15: Vysledky MALDI-TOF MS identifikace

ID vzorku Identifikace 1 (skore) Identifikace 2 (skore)

Kmen Xa (orig. z MCA)

Kmen Xb (orig. z MCA)

Kmen Ya (orig. z SSA)

Kmen Yb (orig. z SSA)

Kontrola K1a (E. coli)

Kontrola K1b (E. coli)

Kontrola K2a (Salmonella sp.)

Kontrola K2b (Salmonella sp.)

Pozn.: VSechny analyzované vzorky byly identifikovany v duplikatech, proto varianta
a a varianta b ve sloupci ID vzorku. Pro kazdy vzorek interpretujte prvni a druhou nejlepsi
shodu, které zaznamenejte do sloupce Identifikace 1 (skore) a sloupce Identifikace 2 (skore).

MCA — MacConkey agar; SSA — Salmonella Shigella agar.

4.5. Shrnuti v§ech ziskanych vysledki

V ramci mikrobiologického rozboru vzorku mletého masa deskovou metodou s pouZitim
neselektivnich a selektivné-diferenciacnich médii byla stanoveny mikrobiologicka kritéria
hygieny vyrobniho procesu a bezpecnosti potravin. Skupiny mikroorganismu, které byly

stanoveny na selektivné-diferenciacnich médiich byly dale konfirmovany pomoci antigenniho
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a biochemického testu, dale také pouzitim chromogennich medii a identifikaci pomoci MALDI-
TOF MS. Laboratorni prace vramci cviCeni Hygieny a zdravotni nezdvadnosti potravin
simulovala vzorkovani 5(—6) nezavislych opakovani. Vysledky celého cviceni jsou tedy zdrojem
dat pro vytvoieni zkuSebniho protokolu (vzor uveden v kapitole 4.2., Obrazek 1) a srovnani

ziskanych vysledkt s Natizenim Komise (ES) ¢. 1441/2007 o mikrobiologické kvalité masa.

Ukol: Do Tabulky 16 dopliite viechna data, ktera byla ziskdna v ramci praktickych cvieni
zamétfenych na stanoveni mikrobiologické kvality vzorku mletého masa (od vSech pracovnich
skupin). Uved’te, zda ziskané hodnoty/detekce byly verifikovany a zhodnotte, zda vzorek

mletého masa splituje platné legislativni limity u sledovanych kritérii.

Tabulka 16: Souhrnné vysledky potfebné pro vypracovani zkusebni zpravy

Kritérium Kritérium
hygieny vyrobniho procesu bezpecnosti potravin
Aerobni

E.coli (KT .
mikroorganismy coli (KTJ/g) Salmonella spp

Pocet Pocet Konfirmace Detekce Konfirmace
(KTJ/g) (KTJ/g) (+/-) (+/-) (+/-)

Pracovni
skupina 1

Pracovni
skupina 2

Pracovni
skupina 3

Pracovni
skupina 4

Pracovni
skupina 5

(Pracovni
skupina 6)

Hodnoceni

Pozn.: Pocet aerobnich mikroorganismt byl stanoven na neselektivnim masopeptonovém
agaru (MPA), pocet E. coli na selektivné-diferenciacnim MacConkey agaru (MCA)
a Salmonella spp. byla stanovena na selektivné-diferenciacnim Salmonella shigella agaru
(SSA). Pokud nebyly stanovené pocty pro E. coli konfirmovany COLltestem, piipadné
naristem na chromogennim selektivné-diferenciatnim médiu TBX, nebo identifikaci na
MALDI-TOF MS, uvedte detekéni limit, tedy < 10' KTJ/g. Pokud nebyla pfitomnost

Salmonella spp. konfirmovana Salmonella Test Kitem, pfipadné nartistem na chromogennim
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selektivné-diferencianim médiu BSA, nebo identifikaci na MALDI-TOF MS, detekce
nebyla verifikovana a ptitomnost Salmonella spp. tedy nebyla prokadzéna. Zavérem
zhodnotte, zda vzorek mikrobiologicky vyhovuje ¢i nevyhovuje dle platného Nafizeni.

Ziskané vysledky vyuzijte pro vyplnéni zkusebniho protokolu (Obrazek 1).

5. Mikrobiologicka analyza syrového mléka

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s legislativnim ramcem a metodami stanoveni
mikrobiologickych kritérii v syrovém mléce. Prakticka cdst je zamérena na stanoveni vybranych
skupin mikroorganismit pomoci klasické kultivacni metody a miniaturizovanych testii, konkrétné
mikrobitestit a petrifilmii. Studenti se nauci hodnotit mikrobidlni zatéz vzorku, porovnavat

vysledky ziskané riiznymi metodami a interpretovat je ve vztahu k pozadavkum legislativy.

MIéko je svym sloZzenim a vysokym obsahem vody velmi vhodnym prostfedim pro rist
mikroorganismi, které mohou svou cCinnosti vyznamné ovlivnit kvalitu mléka a mlécnych
vyrobki. Za fyziologickych podminek je mléko v mlé¢né zlaze sterilni, pokud dojnice netrpi
zanétem. Ke kontaminaci mléka mikroorganismy dochézi zejména béhem dojeni a pfi néasledné
manipulaci. Za primarni kontaminanty syrového mléka lze povaZovat mikroorganismy ze
strukovych kanalkl, povrchu vemene, téla a vykall dojnic. Dal§imi zdroji mikrobidlnich
kontaminaci jsou krmivo, prach, voda, ruce oSetfovateld, dojici technika, nadoby, kde je mléko
uchovavano, a dalsi technologicka zafizeni. K sekundarni kontaminaci dochazi po tepelném
oSetfeni mléka pfi jeho dal§im zpracovani. Zatimco v syrovém kravském mléce se mohou
koliformni bakterie pfirozené vyskytnou (jejich zdrojem je travici trakt dojnic), u tepelné
osetfené¢ho mléka indikuje jejich pritomnost bud’ nedodrZeni pasteracnich ¢i sterilizacnich teplot

a Castl, nebo poruseni hygienickych postupt pii nasledném zachazeni s mlékem.

5.1. Legislativni limity

Definice a jednotliva kritéria pro syrové mléko jsou legislativné zakotveny v Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym jsou stanoveny zvlastni hygienicka
pravidla pro potraviny Zivo¢isného piivodu. V Oddilu IX: Syrové mléko a mlécné vyrobky jsou
v Kapitole I: Syrové mléko — Prvovyroba uvedeny hygienické pozadavky na vyrobu syrového
mléka (I.), na hygienu zeméd¢€lskych podnikii urcenych k produkei mléka (II.) a na kritéria pro
syrové mléko (III.), jejichZ splnéni musi provozovatelé potravinaiskych podnika, kteti vyrabéji,

popiipade svazeji syrové mléko, zajistit. Kritéria pro syrové mléko jsou uvedena v Tabulce 17.
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Tabulka 17: Kritéria pro syrové mléko

Kritérium Limit
Obsah mikroorganismu pti 30 °C (na 1 mL) <100 000 (*)
Obsah somatickych bun¢k (na 1 mL) <400 000 (**)

Pozn.: (*) Klouzavy geometricky primér za dvoumési¢ni obdobi, alespoii dva vzorky za
mesic. (**) Klouzavy geometricky primér za tfimési¢ni obdobi, alespoii jeden vzorek za
mesic, pokud piisluSny orgdn neurc¢i jinou metodiku s cilem zohlednit sezonni variace
v urovni vyroby. Pokud je mléko od jinych druhii zvifat nez od krav, limit je mirn&jsi —
konkrétné < 1 500 000 (*). To ale neplati v ptipadé¢, ze je toto mléko urceno na produkci
vyrobkl ze syrového mléka postupem nezahrnujicich tepelnou upravu. V tomto piipade je

limit striktn&jsi — < 500 000 (*).

Na ndrodni Urovni je syrové mléko definovano v § 13 VyhlaSky ¢. 289/2007 Sb.,
o veterinarnich a hygienickych pozadavcich na zivocisné produkty, které nejsou upraveny piimo
pouzitelnymi ptedpisy Evropskych spoleCenstvi. Tato vyhlaska umozituje chovateli, se
souhlasem krajské veterinarni spravy, proddvat syrové mléko v malych mnozstvich pfimo
spotiebiteli pro spotfebu v jeho domacnosti, a to bud’ v misté¢ vyroby, nebo prostfednictvim
prodejniho automatu. Pro pfimy prodej syrového mléka stanovuje vyhlaska hygienické
pozadavky na prostory a vybaveni, hygienu pii dojeni, sbér, pfepravu a také hygienu personalu.
Pfimy prodej syrového mléka v misté vyroby musi probihat v mistnosti oddélené od stdji,
vybavené chladicim zafizenim, a na viditelném misté¢ musi byt uvedeno upozornéni ,,Syrové
mléko, pred pouZitim tepelné opracovat nebo pasterovat.*.

Pokud syrové mléko urcené k pfimému prodeji neni proddno do 2 hodin po nadojeni,
musi byt zchlazeno na 8 °C a proddno do 24 hodin, nebo zchlazeno na 6 °C a prodano do
48 hodin. Za malé mnozstvi syrového mléka, ur¢ené k ptimému prodeji jednomu koneénému
spotiebiteli, se povazuje mnozstvi odpovidajici obvyklé denni spotiebé dané domdcnosti.
Pozadavky na mléko a mlé¢né vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje jsou dale uvedeny ve
Vyhlasce €. 397/2016 Sb.

Mlécné vyrobky jsou poté definovany v Nafizeni €. 853/2004 jako zpracované vyrobky
ziskané piimo ze syrového mléka nebo dalSim zpracovanim takto zpracovanych vyrobkd.
Konkrétni mikrobiologicka kritéria pro bezpecnost potravin a hygienu vyrobniho procesu jsou
stanovena v Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, kterym se méni natizeni (ES) ¢. 2073/2005
o mikrobiologickych kritériich pro potraviny. Ptiklad konkrétniho limitu tykajiciho se kritéria
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bezpecnosti potravin vyrobenych ze syrového mléka s niz$i nez pasteracni ipravou jsou uvedeny

v Tabulce 18.

Tabulka 18: Kritérium bezpecnosti potravin pro vyrobky z mléka s nizsi nez pastera¢ni upravou

Plan odbér Analyticka
. . Mikro- " Limity naty 1cv il
Kategorie potravin . vzorku referen¢ni
organismy
n c m M metoda
1.11 Syry, maslo a smetana
bené 2ho mlék
o ene’ seay rm’ze o mierd Salmonella Neptitomnost EN/ISO
nebo mléka, které bylo 5 0
s , spp. ve25¢g 6579
podrobeno nizsimu tepelnému
oSetieni nez pasterizaci

Pozn.: n = rozsah vybéru; m = mnozstvi mikroorganismi, které se pfipousti u vSech vzork
n; M = mnozstvi mikroorganismt, které se jest¢ pripousti u poctu vzorki, ktery je nizsi nebo
se rovna c; ¢ = rozhodné ¢islo, tj. pocet vzorkl z vybéru n, u nichz se pfipousti hodnota M.
Uvedené mikrobiologické kritérium se vztahuje na produkty uvedené na trh béhem doby
udrznosti vyrobku. Uvedené kritérium se netykd vyrobkii, u nichz je vyrobce schopen

prokazat, ze v dusledku ptipadné doby zrani a a,, vyrobku neexistuje riziko Salmonella spp.

Interpretace vysledkil vySetteni — Salmonella spp.:
- vyhovujici, pokud vSechny zji§téné hodnoty poukazuji na neptfitomnost ptislusné
bakterie;
- nevyhovujici, pokud je pfitomnost této bakterie urena v kterékoli jednotce
vzorku.
V ptipadé nevyhovujicich vysledki vySetfeni, musi provozovatelé¢ potravinaiskych

podnikii ucinit opatieni detailnéji popsana v kapitole 4.1 téchto skript.

Dale prezentované ptiklady limitd tykajicich se kritérii hygieny vyrobniho procesu
vychazeji z podkapitoly 2.2 Mléko a mlécné vyrobky. Vzhledem k zaméteni této kapitoly na
syrové mléko budou nejprve uvedeny limity pouze pro potraviny vyrobené ze syrového mléka
nebo mléka upraveného nizsi nez pasteracni teplotou v Tabulce 19. V Tabulce 20 jsou poté

uvedeny limity pro potraviny vyrobené z pasterované¢ho mléka.

70



Tabulka 19: Kritéria hygieny vyrobniho procesu pro vyrobky z mléka s niz8i nez pasteracni upravou

Kategorie potravin

Mikro-
organismy

Plan odbéru

vzorku

Limity

n C

m

M

Analyticka
referen¢ni
metoda

2.2.3 Syry vyrobené
ze syrového mléka

Koagulaza

pozitivni
1

stafylokoky

10*KTl/g

10°KTl/g

EN/ISO
6888-2

2.2.4 Syry vyrobené
z mléka, které bylo
podrobeno nizsimu
tepelnému osetient
nez pasterizaci, a
zrajici syry vyrobené
z pasterizovaného ¢i
silnéji tepelné
oSetireného mléka
nebo z pasterizované
Ci silnéji tepelné
oSetiené syrovatky

Koagulaza
pozitivni
stafylokoky'

100KTJ/g

1 000 KTJ/g

EN/ISO
6888-1/2

2.2.6 Maslo a
smetana vyrobené ze
syrového mléka nebo
z mléka, které bylo
podrobeno nizsimu
tepelnému oSetreni
nez pasterizaci

E. coli?

10KTJ/g

100KTJ/g

ISO 16649-
172

Pozn.: n = rozsah vybéru; m = mnozstvi mikroorganismi, které se pfipousti u vSech vzork

n; M = mnozstvi mikroorganismt, které se jest¢ pripousti u poctu vzorki, ktery je nizsi nebo

se rovna c; ¢ = rozhodné (islo, tj. poCet vzorkd z vybéru n, u nichz se ptripousti hodnota M;

' Uvedené mikrobiologické kritérium se vztahuje na produkty v takovém okamziku b&hem

vyrobniho procesu, kdy se prepoklada nejvy$$i pocet stafylokokti. Opatieni v piipadé

nevyhovujicich vysledkt je zlepSeni hygieny vyroby a vybéru surovin; pokud jsou zjistény

hodnoty >10° KTJ/g, musi byt pfislu$na partie syra vySetiena na stafylokokové enterotoxiny.

2 Uvedené kritérium se vztahuje na produkty na konci vyrobniho procesu. Opatieni v piipadé

nevyhovujicich vysledku je zlep$eni hygieny vyroby a vybéru surovin.
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Tabulka 20: Kritéria hygieny vyrobniho procesu pro vyrobky z mléka s pasteracni upravou

Kategorie potravin

Mikro-
organismy

Plan odbéru
vzorku

Limity

n C

Analyticka
referen¢ni
metoda

2.2.1 Pasterizované
mléko a dalsi
pasterizované tekuté
mlécné vyrobky

Entero-
bacteriaceae'

<1 KTJ/mL

5KTJ/mL

ISO 21528-
1

2.2.2 Syry vyrobené
z tepelné oSetreného
mléka ci tepelné
oSetiené syrovatky

E. coli?

100KTJ/g

1 000K TJ/g

ISO 16649-
12

2.2.5 Nezrajici
méekké syry (Cerstve
syry) vyrobené

z pasterizovaného ci
silnéji tepelné
oSetireného mléka
nebo z pasterizované
Ci silnéji tepelné
oSetiené syrovatky

Koagulaza
pozitivni
stafylokoky?

10KTl/g

100KTJ/g

EN/ISO
6888-1/2

Pozn.: n = rozsah vybéru; m = mnozstvi mikroorganismi, které se pfipousti u vSech vzork

n; M = mnozstvi mikroorganismt, které se jest¢ pripousti u poctu vzorki, ktery je nizsi nebo

se rovna c; ¢ = rozhodné (islo, tj. poCet vzorkd z vybéru n, u nichz se ptripousti hodnota M;

' Uvedené mikrobiologické kritérium se vztahuje na produkty na konci vyrobniho procesu.

Opatieni v pfipad¢ nevyhovujicich vysledki je kontrola ucinnosti tepelného oSetieni

a prevence opétovné kontaminace, jakoZ i jakosti surovin. 2 Uvedené kritérium se vztahuje

na produkty v takovém okamziku béhem vyrobniho procesu, kdy se predpoklada nejvyssi

pocet bakterii E. coli. Opatfeni v piipadé nevyhovujicich vysledkl je zlepSeni hygieny

vyroby a vybéru surovin. 3> Uvedené kritérium se vztahuje na produkty na konci vyrobniho

procesu. Opatieni v ptipadé nevyhovujicich vysledkt je zlepSeni hygieny vyroby; pokud

jsou zjistény hodnoty >10° KTJ/g, musi byt piislu$na partie syra vySetiena na stafylokokové

enterotoxiny.

Vysledky vySetfeni vypovidaji o mikrobiologické jakosti vySetfovaného procesu.

Interpretace vysledkli vySetieni — Enterobacteriaceae, E. coli a koagulazapozitivni stafylokoky

v mléce a mléénych vyrobcich:

- vyhovujici, pokud jsou vSechny zjisténé hodnoty < m;

- prijatelny, pokud se nejvyse c¢/n hodnot nachazi mezi m a M a zbyvajici zjisténé

hodnoty jsou <m;
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- nevyhovujici, pokud je jedna nebo vice zjisténych hodnot > M nebo se vice nez

¢/n hodnot nachazi mezi m a M.

Uzitecné odkazy:

» Narizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 o zviastnich hygienickych pravidlech pro
potraviny Zivocisného puivodu: https.//eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/ALL/?uri=celex:32004R0853

»  Vyhlaska ¢. 289/2007 Sb. o veterindarnich a hygienickych pozadavcich na zivocisné produkty, které
nejsou upraveny primo pouzitelnymi predpisy Evropskych spolecenstvi:
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2007-289

> Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb. o pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky
a oleje: hitps://www.zakonyprolidi.cz/cs/2016-397

» Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny: https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:02005R2073-20200308

» Narizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, kterym se méni narizeni (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32007R 1441

5.2. Kultivac¢ni stanoveni vybranych skupin mikroorganismi

Kritéria pro syrové mléko jsou legislativné zakotvena v Natizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 853/2004. V ramci praktického cvi¢eni pfedmétu Hygiena a zdravotni
nezavadnost potravin bude v neakreditované mikrobiologické laboratofi stanoveno pouze
vybrané mikrobiologické kritérium z tohoto Nafizeni, a to konkrétné obsah mikroorganismii pfi
30 °C. Ptestoze nejsou kritéria Enterobacteriaceae a E. coli urCena pro syrové mléko, ale pro
mléko tepelné oSetiené dle Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, budou pro ucely vyuky také
zahrnuty do stanoveni pro demonstraci fekalniho znecisténi syrového mléka, tedy primarni
kontaminace.

Obsah mikroorganismt pti 30 °C, Enterobacteriaceae a E. coli budou stanoveny riznymi
metodami — kultivacni analyzou deskovou metodou s pouzitim polotuhych péstebnich
prostiedich a miniaturizovanymi kultivaénimi testy, konkrétné¢ pouzitim mikrobiotestl
a petrifilmi. Miniaturizované testy mohou byt jednoduse pouzity v potravinaiské praxi pro

rutinni screening mikrobidlni z4téze.

5.2.1. Metodika mikrobiologické analyzy deskovou metodou

Postup pro stanoveni vybranych skupin mikroorganismii v syrovém mléce vychazi

z metodiky pro stanoveni mikrobiologickych kritérii ve vzorku mletého masa (detailn¢ popsano
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v kapitole 4.3.2.). Pfed samotnou analyzou je dulezité si vSe dikladné naplanovat, predem si
pripravit veskera potfebnd média a sterilni materidl. Pro provedeni analyzy je nezbytna ptiprava
sterilniho fediciho 0,9% roztoku NaCl ve zkumavkach. Potfebna kultivacni média pro stanoveni
vybranych skupin mikroorganisml jsou uvedena v Tabulce 21. Cilem je tedy stanovit obsah
mikroorganismu pti 30 °C, Enterobacteriaceae a E. coli. Ziskané vysledky analyzy nebudou mit

ufedni platnost a poslouzi vyhradné€ pro vyukové ucely.

Tabulka 21: Kultiva¢ni média potfebna pro kultivacni analyzu vzorku syrového mléka

Kultiva¢ni médium Cilena skupina mikroorganismi
MPA — Nutrient Agar Obsah mikroorganismt pti 30 °C
MCA — MacConkey Agar Koliformni bakterie (E. coli)

TBX — Tryptone Bile X-Glucuronide Chromogenic Agar | E. coli

Design zjednoduseného experimentu, konkrétné¢ ptiprava fedici tady, selekce
stanovovanych fedéni, a s tim souvisejici neparalelni inokulace Petriho misek v jedné kopii, pro

stanoveni téchto kritérii je uveden v Obrazku 16.

Obrazek 16: Kultiva¢ni stanoveni vybranych mikrobiologickych kritérii v syrovém mléce

107 102 103 104
. 8 8 8 @
) =) =>
1mL 1mL 1mL 1mL
VZOREK S,YROVE‘HO = S~ - -
MLEKA
i 0,5mL l 0,5mL l 0,5mL l 0,5 mL
, ( | } MPA

b @

TBX

Pozn.: MPA — masopeptonovy agar; MCA — MacConkey agar, TBX — Tryptone Bile X-

Glucuronide Chromogenic Agar.

Kazda skupina na cviceni zanalyzuje jeden vzorek syrového mléka. Nejprve musi byt

vzorek sérioveé roziedén. Do zkumavky s 9 mL fyziologického roztoku je asepticky pfidan 1 mL
74



promichaného vzorku a nislednou homogenizaci. Timto zpisobem je vytvofeno fedéni 107
Dile je vzorek analogicky sériové natedén az do kone¢ného poméru 1:10* mL/mL. Na piipravu
kazdého fedéni je nutné pouzit vzdy novou sterilni Spicku.

Po pfipravé fedici fady jsou nafedéna a vzdy zhomogenizovand inokula po 0,5 mL
umisténa pipetou se sterilni Spickou do malych Petriho misek. Inokulaci misek provadéjte
nejvyssi. Nasledné jsou inokula zalita neselektivnim MPA, selektivné-diferenciacni MCA
a chromogenni selektivné-diferenciacni TBX. MPA misky s inokulem kultivujte aerobné pii
30 °C po dobu 72 hodin, MCA aerobné¢ pti 37 °C po dobu 24 hodin a TBX aerobné¢ pii 37 °C po
dobu 24 hodin (vSechny varianty dnem vzhiiru po utuhnuti).

Po probehlé dobé kultivace jsou spocitdny kolonie narostlé na jednotlivych kultivaénich
pudach, kdy kazda spoctend kolonie je oznacena lihovym popisovadem. V piipadé¢ obsahu
mikroorganismu pii 30 °C jsou spocitany kolonie vSech kultivac¢nich znaki na MPA, stejné tak
pro Enterobacteriaceae na MCA, zatimco pro vyjadieni kvantity E. coli na TBX, jsou spocitany
kolonie s typickymi znaky, tedy pouze zelenomodré. V ptipad€ poctii vSech kolonii je poté nutné
vysledek vynasobit 2x, protoze na agar bylo o¢kovano pouze 0,5 mL, nikoliv 1 ml. Kone¢né
mnozstvi bakterii je poté vypocteno podle vztahu P = [(P1 + P2)/11]xF (P1, P2 — pocet kolonii
na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych plotnach, F — ptfevracena hodnota vysSiho tedéni);
a vysledky jsou vyjadieny jako pocet kolonie tvoticich jednotku v 1 mL vzorku syrového mléka

(KTJ/mL).

Ukol: Provedte kultivaéni stanoveni deskovou metodou obsahu mikroorganismi pii 30 °C,
koliformnich bakterii a E. coli. VSechna ziskana data, véetn¢ vysledkli vypocti, uved’te do
Tabulky 22. Porovnejte, zda pocty koliformnich bakterii a E. coli jsou fadov€ srovnatelné na

selektivné-diferenciaénim médiu MCA a chromogennim selektivné-diferenciaénim médiu TBX.
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Tabulka 22: Vysledkova tabulka — pocty narostlych kolonii

ivaéni Redéni
Elél(litil:ilcm - o 0 > KTJ/mL
MPA
MCA nt it
TBX nt nt

Pozn.: V ptipad€ pouziti malych Petriho misek jsou pocitatelné ty, které obsahuji 10-150
kolonii. Pfitomnost pouze nékolika kolonii mtze indikovat kontaminaci pfi nedostatecné
aseptické praci. Spocitané mnozstvi kolonii musi byt vynasobeno ¢islem zohlediiujici objem
pocateniho inokula. MPA — masopeptonovy agar; MCA — MacConkey agar; TBX —
Tryptone Bile X-Glucuronide Chromogenic Agar; nt — netestovano; KTJ/mL — pocet kolonii

tvoficich jednotku vztazenych na mililitr vzorku syrového mléka.

Vzhledem k pouziti chromogenniho selektivné-diferenciaéniho média pro stanoveni

E. coli, nebude dalsi konfirmace identity tohoto taxonu provadéna.

5.2.2. Metodika mikrobiologické analyzy miniaturizovanymi testy

Dalsi mozZnosti mikrobiologické kontroly v potravinarském primyslu jsou
miniaturizované testy, které umoziuji provadét velké mnoZstvi analyz s nizSimi néklady,
menSimi prostorovymi naroky a bez Casov€ ndroéné ptipravy médii. Jejich vyhodou je
jednoduché pouziti, rychlejsi dostupnost vysledkii a moznost kontroly mikrobiologické kvality
1 nespecializovanymi pracovniky. V této kapitole budou podrobnéji rozebrany mikrobitesty

a Petrifilmy.

5.2.2.1. Mikrobitesty

Mikrobitesty (Laktoflora, CR) piedstavuji jednoduchou, levnou a praktickou metodu
k urceni zakladnich skupin mikroorganismii pifi rutinnich mikrobiologickych kontrolach
v potravinaiském pramyslu. Jsou vhodné pro systematické sledovani urovné sanitace
1 dodrzovéni technologickych procest.

Jsou to prouzky specidlniho savého papiru napusSténé zivnou pudou s piidavkem
indikétort a selektivnich ¢inidel. Prouzky jsou ulozené v polyetylenovych saccich, které zaroven
slouzi jako uzaviené kultivacni prostfedi. Po nasati vzorku se nechdvaji kultivovat v termostatu

pii optimalni teploté podle cilové skupiny mikroorganismu. Jejich vyhodou jsou nizsi naklady na
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rozbory, moznost provadét velké mnozstvi analyz pro stanoveni rdznych skupin mikroorganismu
soucasn¢, maji jednoduché a rychlé pouziti a jsou vhodné i pro nespecializované pracovniky.

Vyrobce nabizi fadu variant mikrobitestl cilicich na rizné skupiny mikroorganismi, a to:
MIKROBITEST CA pro stanoveni koliformnich bakterii, MIKROBITEST CA-4 pro stanoveni
koliformnich bakterii ve vod¢, MIKROBITEST PRPM pro stanoveni vSech redukujicich
mikroorganismt, MIKROBITEST P pro stanoveni plisni, MIKROBITEST P-5 pro stanoveni
kontaminace vzdusnymi plisnémi, MIKROBITEST K pro stanoveni kvasinek a MIKROBITEST
CH pro soucasné stanoveni koliformnich bakterii a E. coli. VSechny uvedené testy jsou vyrabény
v modifikacich ke stanoveni v béznych tekutinach, ve viskdznich tekutinach a pro otiskovou
metodou.

V ramci praktického cvic¢eni bude pouzit MIKROBITEST PRPM ke stanoveni vSech
redukujicich mikroorganismi a MIKROBITEST CH pro soucasné stanoveni koliformnich
bakterii a E. coli. Pro provedeni testi nejprve sériové rozied'te vzorek syrového mléka ve
fyziologickém roztoku az do koncentrace fedéni 10* (detailn& popsano v kapitole 5.2.1.
Metodika mikrobiologické analyzy deskovou metodou). Poté asepticky oteviete obal
mikrobitestu (nad casti, kde je perforovan), vysuiite papirek za perforovanou ¢ast a sacek si
piipravte k pozdéjSimu opétovnému pouziti. ProuZek testu drzte za perforovanou ¢ast a ponoite
ho do konkrétniho fedéni po dobu 5 s: test PRPM do 1.—4. fedéni s namacenim po dobu 30 s, test
CH do 1.-2. fedéni s namacenim po dobu 30 s. Po vyjmuti prouzku nechte pfebyte¢nou tekutinu
odkapat, vlozte prouzek zpét do sacku, pfidrzte prouzek v sa€ku v misté perforace a odd¢lte ¢ast,
za kterou byl prouzek drZen. Sa¢ek poté zatavte nad plamenem, ¢imz vytvotite vhodné kultivacni
prostiedi. Nasledn¢ inkubujte dle varianty testu: test PRPM pii 30 °C po dobu 24 hodin, zatimco
test CH pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po probéhlé inkubaci spocitejte kolonie na obou stranach prouzku. Validni pro
vyhodnoceni jsou pouze prouzky s 20-200 koloniemi. Na testu PRPM spocitejte vSechny
cervené kolonie, zatimco na testu CH spocitejte zvIast’ riZovo-Cervené kolonie odpovidajici
Enterobacteriaceae a modrofialové kolonie piedstavujici E. coli. Zadna kolonie se nesmi poéitat
dvakrat. Pro ptesnéjsi vyhodnoceni lze prouzek prosvitit. Kolonie narostlé na testu PRPM a testu

CH jsou znazornény na Obrazku 17.
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Obrizek 17: Vykultivované kolonie Enterobacteriaceae s E. coli na mikrobitestech

Pozn.: A — narostlé kolonie vSech redukujicich mikroorganismii na MIKROBITESTu
PRPM; B — Enterobacteriaceae s E. coli na MIKROBITESTu CH.

Uzitecny odkaz:

> Mikrobitesty od vyrobce MILCOM (CR): https://www.milcom-as.cz/co-nabizime/mikrobitesty

Ukol: Proved'te kultivaéni stanoveni viech redukujicich mikroorganisméi pomoci
MIKROBITESTu PRPM a souasn¢ stanovte koliformni bakterie a E. coli pomoci
MIKROBITESTu CH. Vsechna ziskana data, véetné vysledka vypocti, uved’te do Tabulky 23.

Tabulka 23: Vyhodnoceni poctu vybranych skupin mikroorganismi stanovenych mikrobitesty

Redéni
Skupina MO Test KTJ/mL
10! 102 103 10

Vsechny redukujici MO PRPM

Enterobacteriaceae CH nt nt

E. coli CH nt nt

Pozn.: Pii vyhodnocovani nezapomeiite zohlednit nasdvaci schopnost prouzku daného
mikrobiotestu, ktera je 0,1 mL pro kazdou variantu testu. MO — mikroorganismy, PRPM —
Mikrobitest pro stanoveni vSech redukujicich mikroorganismii, CH — mikrobitest pro

soucasné stanoveni koliformnich bakterii a E. coli.
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5.2.2.2. Petrifilm

Petrifilmy (Neogen, USA) piedstavuji praktickou, standardizovanou a celosvétove
pouzivanou metodu pro kvantitativni stanoveni mikroorganismll v potravinach a napojich. Jejich
hlavni vyhodou je eliminace potieby pfipravy klasickych Petriho misek s zivnymi médii, coz
snizuje Casovou i1 materialovou ndroc¢nost a zjednoduSuje cely postup stanoveni. Petrifilmy
umoziuji rychlé ziskani spolehlivych a snadno interpretovatelnych vysledki. I proto mohou byt
voleny jako nastroj pro rutinni kontrolu mikrobialni kvality.

Kazdy test je tvofen kartiCkou s kultivacnim médiem, studenou vodou rozpustnym
zeliryjicim ¢inidlem, indikétory a selektivnimi latkami. Po inokulaci testovaného vzorku a kratké
pfipravé vznika pevny gel, na kterém pii zajiSténi vhodnych kultiva¢nich podminek dochézi
k ristu mikroorganismu. Desti¢ky jsou skladné a umoziuji paralelni testovani velkého mnozstvi
vzorki. Jejich vyhodnoceni je provadéno vizualné, ¢i ptistrojem.

Vyrobce nabizi rGzné varianty Petrifilmli zaméfené na konkrétni skupiny
mikroorganismli, napiiklad pro stanoveni celkového poctu aerobnich mikroorganisma,
koliformnich bakterii ptimo i s odliSenim E. coli, Bacillus cereus, kvasinek a plisni aj.

V rémci praktického cvieni bude pouzita varianta Petrifilm® E. coli/Coliform Count
Plate, urcena ke stanoveni poctu koliformnich bakterii a E. coli v potravinaiském a napojovém
primyslu. Soucasti testové Casti jsou modifikované ziviny Violet Red Bile (VRB), Zelirujici
¢inidlo rozpustné ve studené¢ vod¢, indikator glukuronidazové aktivity (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-D-glukuronid) a tetrazoliovy indikétor pro lepsi viditelnost kolonii.

Pro provedeni testil nejprve sériové rozied'te vzorek syrového mléka ve fyziologickém
roztoku az do koncentrace fedéni 107 (detailnd popsano v kapitole 5.2.1. Metodika
mikrobiologické analyzy deskovou metodou). Poté vyjméte karticku testu, polozte ji na rovny
povrch a zvednéte horni kryci folii. Asepticky aplikujte kolmo pipetou 1 mL inokula na stfed
spodni folie. Pro analyzu budou pouzita inokula z 0.-2. fedéni. Pro jedno fedéni bude pouzita
jedna karticka testu. Poté folii opatrné srolujte na vzorek, abyste zabranili vzniku vzduchovych
bublin. Nasledné pfiloZzte plastovy Petrifilm aplikator plochou stranou dold na stfed karticky
a zatlaCte na folii, aby doSlo k rovnomérnému rozprostteni vzorku. Poté ponechte test po dobu
jedné minuty na laboratornim stole. Néasledné inkubujte test pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po probéhlé inkubaci spocitejte narostlé kolonie. Koliformni bakterie tvoii cervené
kolonie s vyprodukovanym plynem a konkrétné¢ E. coli tvoii modré nebo cervené kolonie
s modrym stfedem vzdy s viditelnymi bublinami plynu. Celkova pocet koliformnich bakterii tedy
predstavuji vSechny ¢ervené a modré kolonie a plynem. Ukdzka narostlych kolonii je znazornéna
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na Obrazku 18. Pro spravnou interpretaci neni vhodné pouzit testy s vice nez 150 koloniemi na

karti¢ce. V piipad¢ potieby lze z Petrifimt narostlé kolonie izolovat.

Obrazek 18: Interpretace poctu narostlych bakterialnich kolonii na petrifilmech

Pozn.: Na obrazcich A-C je znazornén mozny narGst kolonii na Petrifilmu ® F.

coli/Coliform Count Plate. A — poc¢et modrych kolonii s plynem odpovidajicich E. coli je 49,
zatimco pocet kolonii E. coli spolu s Cervenymi koloniemi s plynem odpovidaji celkovému
poctu Enterobacteriaceae je 87 kolonii. B — 13 kolonii E. coli a celkem 28 kolonii
Enterobacteriaceae; kolonie rostouci na okraji kultivaéniho kruhu by nemély byt
zapocCitavany z divodu niz$i selektivity média (priklad zakrouzkovan). C — 3 kolonie
Enterobacteriaceae, zbytek Cervenych ¢astic bez tvorby plynu jsou ¢astice vzorku a nejsou

pocitany.

Uzitecny odkaz:

» Petrifilm® E. coli/Coliform Count Plates od vyrobce Neogen (USA):
https.://www.neogen.com/en/categories/microbiology/petrifilm-e-coli-coliform-count-
plates/?min=700002271

Ukol: Proved'te kultivadni stanoveni poétu koliformnich bakterii a E. coli pomoci Petrifilm®
E. coli/Coliform Count Plate. VSechna ziskand data, vcetné vysledkii vypoct, uved’te do

Tabulky 24.
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Tabulka 24: Vyhodnoceni poctu vybranych skupin mikroorganismi stanovenych petrifilmem

Redéni
Skupina MO KTJ/mL
10° 10! 107
Enterobacteriaceae
E. coli

Pozn.: MO — mikroorganismy, PRPM — Mikrobitest pro stanoveni vSech redukujicich

mikroorganismi, CH — mikrobitest pro soucasné stanoveni koliformnich bakterii a E. coli.

6. Rezidua biologicky aktivnich latek v potravinach

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s problematikou rezidui biologicky aktivnich latek
v potravindch, zejména ristovych stimulatorii a veterindrnich léciv, s jejich legislativni upravou
a metodami detekce. Prakticka cast je zamérena na pritkaz pritomnosti antibiotickych latek ve
vzorcich kurecitho masa pomoci mikrobiologického testu a na interpretaci ziskanych vysledkii ve

vztahu k limitium stanovenych legislativou.

Béhem zemédélské vyroby mohou byt suroviny zivoc¢isného i rostlinného pivodu
kontaminovany latkami rzné chemické povahy, které pochazeji z rtiznych zdrojii a mohou
pfetrvavat v potravinach ve formé rezidui. Pouze nékteré z téchto latek vSak vykazuji
biologickou aktivitu v téle konzumenta. Rezidua pochézejici z rostlinné vyroby (napft. pesticidy,
dusitany a dusi¢nany) nebo z prumyslovych zdroji (napt. polychlorované bifenyly, dioxiny)
pusobi vétsinou toxicky, mohou vyvolavat otravy ¢i chronickd onemocnéni a fada z nich ma
schopnost se v téle kumulovat. Biologicky aktivni G¢inky na lidsky organismus maji vSak
nejcastéji latky pochazejici ze Zivo€isné vyroby, zejména riistové stimulatory a veterindrni 1éCiva
(napf. antibiotika, antikokcidika, antiparazitika), které jsou primarné urceny k piisobeni
v organismu oSetfen¢ho zvifete, av§ak pokud jejich rezidua pfetrvavaji v potravinach, mohou
biologickou aktivitu vykazovat i u konzumenta.

Mezi negativni u¢inky biologicky aktivnich rezidui v potravinach Zivoc€isného pivodu
patii alergické reakce (napf. rezidui penicilinu v mléce dojnic lé€enych pifi mastitidé mohou
vyvolat kozni precitlivélost), vznik bakteridlni rezistence (rezidua antibiotik v nizkych
koncentracich mohou plisobit jako selekéni tlak pro rezistentni kmeny mikroorganismi), toxicita
(napf. reziduum chloramfenikolu v potraviné mize negativné ovlivnit krvetvorbu a zpiisobit
aplastickou anémii).
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Kontrola rezidui veterinarnich 1é¢iv, rastovych stimulatort a dalSich biologicky aktivnich
latek je v EU pfisn¢ regulovana. Jsou stanoveny maximalni limity rezidui (MRL, Maximum
Residue Limits), jejichz dodrzovani je povinné a je pravidelné monitorovano v ramci narodnich
1 evropskych programti dozoru nad potravinami. Legislativné je tato problematika upravena
fadou dokumenti. Jedna se napiiklad o Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.
470/2009, kterym jsou se stanoveny postupy SpoleCenstvi pro stanoveni limith rezidui
farmakologicky uc¢innych latek v potravinach zivocisného pivodu, Natizeni Komise (EU) ¢.
37/2010 o farmakologicky ucinnych latkach a jejich klasifikaci podle maximalnich limith rezidui
v potravindch zivoc¢isného piivodu, Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/625
o ufednich kontrolach a jinych tfednich cinnostech provadénych s cilem zajistit uplatiiovani
potravinového a krmivového prava a pravidel tykajicich se zdravi zvifat a dobrych Zivotnich
podminek zvifat, zdravi rostlin a pfipravkii na ochranu rostlin, Zdkon ¢. 166/1999 Sb.
o veterindrni péc¢i a o zmén¢ nékterych souvisejicich zakont a fady dalsich. Na kontrole se poté
podileji statni orgdny statnimi organy vykonavajicimi dozor podle svéfené kompetence, jako
napiiklad Statni veterinarni sprava, kterd monitoruje rezidua v zivocisnych produktech (mléko,
maso, vejce, med), SZPI kontrolujici potraviny Zivoc¢isného i rostlinného plivodu v trzni siti,

UKZUZ kontrolujici rezidua v rostlinnych produktech a Celni sprava.

Uzitecné odkazy:

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 470/2009 o postupech Spolecenstvi pro stanoveni
limitii rezidui farmakologicky ucinnych latek v potravinach Zzivocisného puvodu: hitps://eur-
lex.europa.ew/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:32009R0470

» Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010 o farmakologicky ucinnych latkach a jejich klasifikaci podle
maximalnich limiti rezidui v potravindach Zzivocisného puvodu: hitps://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/ALL/?uri=celex:32010R0037

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/625 o urednich kontrolach a jinych urednich
cinnostech provadenych s cilem zajistit uplatiiovani potravinového a krmivového prdava a pravidel

tkajicich se zdravi zvirat a dobrych Zivotnich podminek zvirat, zdravi rostlin a pripravkii na ochranu
rostlin: https.//eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:32017R0625

» Zikon ¢. 166/1999 Sb. o veterinarni péci a o zmeéné nekterych souvisejicich zdkonii:
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/1999-166
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6.1. Riistové stimulatory

Rustové stimulédtory jsou zvifatim ve velkochovech vétSinou podavany jako soucast
krmné davky v podobé tzv. krmnych aditiv (doplitkové latky v krmivech). Pouzivani krmnych
aditiv je legislativné upraveno Nafizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003
o doplnkovych latkadch pouzivanych ve vyziveé zvirat. Za krmna aditiva jsou povazovany latky,
mikroorganismy nebo pfipravky jiné nez krmné suroviny a premixy, které se zdmerné pridavaji
do krmiva nebo vody, aby splnily zejména nekteré z nasledujicich funkci: musi mit ptiznivy vliv
na vlastnosti krmiva, na vlastnosti zivoc€isSnych produktli, uspokojovat nutri¢ni potieby zvitat,
priznive ovliviiovat disledky zivoc¢isné vyroby pro zivotni prostiedi, podporovat uzitkovost nebo
welfare zvitat, nebo mit kokcidiostaticky ¢i histomoniostaticky ucinek.

Na trh nesmi byt uvedena zadné doplnkova latka, pokud ji nebylo udéleno povoleni podle
uvedeného natfizeni. Obecné nesmi mit nepfiznivy ucinek na zdravi zvifat, lidské zdravi ani na
zivotni prostiedi a nesmi uvadét spottebitele v omyl, pokud jde o charakteristické vlastnosti
produktii zivoc¢isného piivodu.

V EU je piisn¢ zakdzdno pouzivat antibiotika a hormondlni pfipravky (anabolika) jako
rustové stimulatory. Tyto latky lze pouzivat vyhradné jako veterindrni 1éCiva, a to za ptisné
regulovanych podminek. Zakaz pouzivani antibiotik jako rtstovych stimulatort byl zaveden
postupné, kdy nékteré latky byly zakazany jiz v 90. letech. Uplny zakaz pouzivani antibiotik jako
rustovych stimulatori plati od roku 2006. V minulosti totiz pfidavani nizkych subterapeutickych
davek antibiotik hospodaiskym zvifatim vedlo k rychlejSimu riistu zvitat, jejich niz8i mortalité
a lepsi konverzi krmiva. Tyto latky vSak vyvolavaji 1 selekéni tlak na vznik rezistentnich kmenti
mikroorganismi, které se mohou Sifit mezi zvifaty, prosttedim 1 lidmi a ptedstavuji vysoké
riziko pro vefejné zdravi. Proto bylo jejich pouZivani zakazdno Natizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003, doplnénym naslednymi provadécimi predpisy.

Zékaz pouzivani anabolik a jinych hormondlnich piipravki v Zivoc€iSné vyrobé je
dokonce jesté stars$i a vychazi ze Smérnice Rady 96/22/ES o zakazu pouzivani nékterych latek
s hormonalnim nebo tyreostatickym ucinkem a beta-sympatomimetik v chovech zvitat. Tento
zakaz se vztahuje jak na pouzivéani téchto latek pro ristovou stimulaci, tak i na uvadéni masa
oSetfenych zvitat na trh v EU.

V nékterych zemich mimo EU vSak mohou byt hormondlni pfipravky (napt. s G€inkem
estrogend, androgenti ¢i gestagenll) a také néktera antibiotika stale vyuzivany k podpote ristu
zvitat, zvySeni produkce mléka nebo zlepseni konverze krmiva. Zdravotni rizika spojend s t€émito

latkami jsou nicméné¢ vyznamna. Jedna se naptiklad o nezadouci ucinky téchto latek, jako je
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zvySené riziko vzniku nadorovych onemocnéni, endokrinni poruchy ¢i podpora Sifeni
antibiotické rezistence. Proto je velmi dulezité detailné studovat ucinky jednotlivych ptipravkil
na lidsky organismus a sledovat legislativni rozdily mezi staty.

Krmna aditiva lze rozdélit do nékolika kategorii. Technologickd aditiva (zahrnuji
konzervacni prosttedky, regulatory kyselosti, silazni ptipravky aj.), senzorickd aditiva (barviva,
aromata, ochucovadla aj.), nutri¢ni aditiva (vitaminy, stopové prvky, aminokyseliny, mo¢ovina
ajeji derivaty), zootechnicka aditiva (stimuldtory traveni, stabilizatory stfevni mikrobioty,
probiotika, enzymy), kokcidiostatika a histomoniostatika (preventivné ptisobi proti Sifeni
onemocnéni kokcidiézy a histomondzy zejména ve velkochovech driilbeze a zaroveii mohou
nepiimo zlepSovat uzitkovost). Pro pouziti nékterych krmnych aditiv, zejména kokcidiostatik
a histomonostatik, je nutné pfisné¢ dodrzovat ochranné lhity pied pordzkou nebo sbérem

zivocisnych produktil, aby se minimalizovalo riziko vyskytu rezidui v mase, mléce ¢i vejcich.

Uzitecné odkazy:

» Narizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 o doplikovych latkach pouzivanych ve
VyZivé zvirat: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=celex%3A32003R1831

» Smérnice Rady 96/22/ES o zdkazu pouzivani nékterych latek s hormonadlnim nebo tyreostatickym
ucinkem a beta-sympatomimetik v chovech Zvirat: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/ALL/?uri=CELEX%3A4319961L0022

6.2. Veterinarni léCiva

Veterinarni 1é¢iva jsou v ZivoCisné vyrobé nezbytna pro 1éCbu a prevenci onemocnéni
hospodatskych zvitat. Jejich pouzivani je legislativné regulovano na evropské i narodni Grovni,
ptedevsim prostfednictvim Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/6 o veterinarnich
problematika dale upravena Zakonem ¢. 166/1999 Sb. o veterinarni péci. Pouzivani veterinarnich
1é¢iv je povoleno pouze na zédklad€ indikace veterinarniho lékate a vzdy musi byt dodrzeny
podminky stanovené ptisluSnymi pravnimi ptedpisy.

Nejcastéji pouzivana veterinarni 1éciva, jejichz rezidua se mohou vyskytovat
v potravinach zivoc¢iSného plivodu, jsou antibiotika. Jak jiz bylo zminéno, jejich podavani jako
rustovych stimulatort je v EU piisné zakazano. Pokud jsou vSak antibiotika opravnéné
pouzivana k 1écb¢é nebo k zaprahovéani dojnic, je nutné dodrZovat tzv. ochrannou lhitu. Ta

pfedstavuje Casovy interval mezi poslednim podanim piipravku zvifeti a okamzikem, kdy
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koncentrace rezidui v potravinach zivocisného pivodu (mléko, maso, vejce) poklesne pod
stanoveny MRL. Pfed uplynutim ochranné lhlity nesmi byt tyto produkty pouzivany pro lidskou
vyzivu. Délka ochranné lhity zavisi na pouzitém piipravku a jeho farmakokinetice. Bézné se
pohybuje v rozmezi 5-10, ale u n€kterych antibiotik mtze byt i delsi. U ptipravki pouzivanych
k zaprahovéani dojnic je ochrannd lhiita vyrazné del§i. Pokud je doba stani na sucho kratsi nez
doporucena (obvykle 45—60 dni), mohou se rezidua dostdvat do mleziva nebo dokonce i do
zralého mléka.

Ptitomnost rezidui antibiotik v potravinach zivocisného plvodu je nezadouci jak
z hlediska toxikologického pro zdravi konzumenta, tak i z hlediska technologického. Mezi
zdravotni rizika patii alergické reakce, toxicita a zejména podpora vzniku antimikrobialni
rezistence. Tato ziskand rezistence je velmi rizikové, protoze byva kédovana na plazmidech nebo
transpozonech, coz umoziuje jeji snadné Sifeni mezi riznymi druhy bakterii. Riziko jejiho
vzniku se zvySuje pii opakovaném podavani nizkych davek antibiotik, pfi nedodrzeni délky
1é¢by nebo pfti jejich nevhodném pouzivani. Pficinou vzniku velkého mnozstvi rezistentnich
kmeni bylo také masového vyuZivani antibiotik jako krmnych aditiv. Samotné antibiotika se pak
stdvaji neti¢inna pii lécbe infekénich onemocnéni zvitat 1 lidi.

U syrového mléka plati v EU nulova tolerance pfitomnosti antibiotik, protoze 1 velmi
nizké koncentrace mohou negativné ovlivnit pribéh mlékarenskych fermentaci. Mohou totiz
inhibovat ¢innost startovacich kultur a vést k nezdaru pfi vyrobé kysanych mléénych vyrobki ¢i

syru.

Uzitecny odkaz:

» Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/6 o veterinarnich lécivych pripravcich:
https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2019/6/oj?locale=cs

6.3. Stanoveni rezidui antibiotik v Zivo¢iSnych produktech

Pro stanoveni rezidui antibiotik v potravinach nebo surovinach zivocisného ptivodu bylo
vyvinuto mnoho riiznych analytickych metod. Hojné vyuzivané jsou tzv. rychlotesty, které se
sice 1i8i spolehlivosti, ale jejich vyhodou je rychlé ziskani vysledku a relativné nizké ndklady na
provedeni. Rychlotesty 1ze rozd¢lit do tiech zakladnich skupin, konkrétné na mikrobiologické
inhibi¢ni testy, zaloZené na inhibici ristu multicitlivych bakterialnich kmenti, imunochemické

testy, zejména imunochromatografické LFIA metody a selektivni testy, konkrétné receptorové
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nebo enzymatické testy umoziujici cilenou detekci vybranych antibiotickych skupin. Pokud jsou
vysledky téchto screeningovych testil pozitivni, pristupuje se nasledné k ovéreni piitomnosti
rezidui antibiotik instrumentalnimi metodami (napt. HPLC, LC-MS/MS, TLC), které
umoziuji presnou identifikaci a kvantifikaci pfitomné latky a Ize tak ptresné urcit, zda se dané
reziduum vyskytuje v potravin€ v nadlimitnim mnozstvi. Screeningové testy tedy slouzi zejména
k rychlé detekci pfitomnosti antibiotik, zatimco instrumentalni metody k jejich potvrzeni.

Nejjednodussi formou mikrobiologického inhibi¢niho testu pro stanoveni antibiotik je
inkubace citlivého organismu piimo ve vzorku (napt. mléka). Pokud vzorek antibiotika
neobsahuje, dochazi k rastu bakterii, produkci kyselin a néaslednému vysrdzeni. V opacném
pripad¢ se mléko nesrazi. Dalsi moznosti je kultivace citlivého organismu na agaru v pfitomnosti
vySetfovaného vzorku. Neni-li antibiotikum pfitomno, bakterie roste, coz lze detekovat vizualné
zakalenim agaru nebo zménou barvy média v ptipad€ pouziti pH indikatoru. Pokud vzorek
antibiotikum obsahuje, rtst mikroorganismu je inhibovan a vznikaji inhibi¢ni z6ény nebo
nedochazi ke zméné barvy média. Tyto testy jsou mimotadné citlivé zejména na B-laktamova
antibiotika, ale 1ze je vyuzit také k detekci sulfonamidi a dalSich antimikrobidlnich latek. Jejich
nevyhodou je nutnost né€kolikahodinové inkubace.

Standardnim testem pro pouziti v referencnich laboratotich je agarova diskova difuzni
metoda s pouzitim bakterie Geobacillus stearothermophilus. Princip spociva v aplikaci
testované¢ho vzorku na papirovy disk, ktery se umisti na povrch agarového média obsahujiciho
G. stearothermophilus. Pokud vzorek antibiotikum neobsahuje, bakterie roste a médium se
zakali. V opacném piipadé se kolem disku vytvofi inhibi¢ni zony.

Velmi jednoduché na provedeni jsou také komeréné dostupné mikrobiologické inhibi¢ni
rychlotesty (napt. Premi®Test (R-Biopharm AG, Némecko) a Delvotest® (DSM-Firmenich,
Svycarsko). V mikrozkumavkach je umisténo agarové zivné médium obsahujici multicitlivy
termofilni bakteridlni kmen a acidobazicky indikator. Vzorek je aplikovan na povrch média
a nésleduje né€kolika hodinova kultivace (obvykle 2—3 hodiny) pii teploté kolem 65 °C. Pokud
vzorek neobsahuje antibiotika, bakterie rostou a produkuji kyseliny, coz zpiisobi barevnou
zménu indikatoru. V piipadé pfitomnosti antibiotika riist bakterii nenastava a barva indikatoru se
nemeni.

Dals$i moznosti, jak efektivné a velmi rychle stanovit rezidua antibiotik v potravinach
zivo¢isného piivodu je pouziti LFIA testl, jejichz princip je podrobné vysvétlen v kapitole

4.433.2.
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6.3.1. Metodika stanoveni rezidui antibiotik ve vzorcich kureciho masa

V ramci cviCeni budou testovany vzorky kufectho masa na pfitomnost blize
nespecifikovanych antibiotik. Nize popsany metodicky postup neni standardizovanou metodu
pouzivanou v akreditovanych laboratotich. Postup byl upraven a zjednodusen pro demonstrativni
ucely vyuky. Cilem je tedy provedeni mikrobiologického inhibi¢niho testu a zhodnoceni, zda
neznamé vzorky kufecich prsou vykazuji ¢i nevykazuji znamky pfitomnosti inhibi¢nich latek
(rezidui antibiotik).

Pro stanoveni bude pouzita agarova diskova difuzni metoda s vyuzitim bakteridlniho
sbirkového kmene Micrococcus Iuteus kultivovaného na MPA. Pfi testovani je nezbytné
dodrzovat principy aseptické prace. Do sterilni velké Petriho misky pieneste 1 mL 0,9% roztoku
NaCl. Poté pomoci sterilni mikrobiologické klicky odeberte ¢ast biomasy cerstvé narostlého
sbirkového kmene M. luteus a dikladné ho rozmichejte ve fyziologickém roztoku. Pfipravenou
suspenzi pielijte MPA, obsah ditkladné promichejte a nechte agar ztuhnout. Po utuhnuti poté na
povrch agaru pinzetou aplikuje kousky vzorka kufecitho masa A-D, jejichz pozice si predtim
popisovacem oznacte ze spodu misky. Vzorky masa nastiihejte nebo naporcujte skalpelem.
Takto ptipravené misky kultivujte pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po kultivaci vyhodnot'te, zda ve vzorcich byly pfitomny inhibi¢ni latky. Pokud kolem
vzorku masa vznikla inhibi¢ni zéna (zona bez rastu M. luteus), test indikuje pfitomnost rezidui
antibiotik ¢i jinych inhibi¢nich latek. Pokud bakteridlni kmen narostl 1 v tésné blizkosti

testovaného vzorku, lze usuzovat, ze vzorek rezidua antibiotik neobsahuje.

Ukol: Proved'te difiizni test sreferenénim kmenem Micrococcus luteus pro prokazani &
neprokazani pfitomnosti antibiotik ve vzorcich masa z kufecich prsou. Zaznamenejte velikost
inhibi¢nich zon a data uved’te do Tabulky 25. Na zaklad¢ ziskanych vysledk zhodnot'te, zda.

a konkrétné ve kterych vzorcich, byla pfitomnost antibiotik prokézana.
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Tabulka 25: Vyhodnoceni pfitomnosti antibiotik ve vzorcich masa z kutecich prsou

Vzorek kureciho masa A B C D

Velikost inhibi¢ni zény (mm)

Prikaz piitomnosti ATB (+/-)

7. Dusitany a dusi¢nany

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s problematikou dusicnanii a dusitanit v potravinach
a jejich vyznamem z hlediska zdravi spotrebitele. Kapitola vysvétluje jejich toxicitu, legislativni
limity a principy stanoveni. Praktickd cast je zameérena na laboratorni stanoveni obsahu
dusicnanii a dusitanii v zeleniné, a s tim souvisejicim vypoctem mnozstvi zeleniny, které by
muselo byt studentem zkonzumovano, aby odpovidalo prijeti ADI, a interpretaci vysledkii ve

vztahu k platné legislative.

Dusitany a dusi¢nany se mohou v potravinach vyskytovat jako pfirozené slozky
metabolismu rostlin, jako rezidua ¢i kontaminanty, ale také jako zamérné pridavana aditiva
(konzervanty, stabilizatory apod.).

Do potravin rostlinného piivodu se dostavaji zejména z pudy, a to ve zvySené mife pfi
pouziti dusikatych hnojiv. Vyskyt dusi¢nanii v rostlinich je zcela pfirozeny. Jsou totiz
nejbeéznéjsi formou dusiku, kterou rostliny pfijimaji, a po redukci zabudovévaji dusik do
aminokyselin a bilkovin. V ptd¢ vznikaji dusi¢nany c¢innosti nitrifikacnich bakterii oxidaci
amoniaku a dusitani.

Obsah dusi¢nantl v rostlinach je velmi variabilni a zavisi na druhu, zplisobu péstovani,
hnojeni i svételnych podminkach. Nejvyssi obsah dusi¢nanti (> 1000 mg/kg) mivaji listové
salaty, Spenat, fedkve ¢i celer. Stiedné vysoky obsah byva v kost'dlové zeleniné (zeli, kapusta,
kvétak, brokolice) nebo v kofenové zeleniné (mrkev, petrzel). Nizky obsah (< 250 mg/kg) se
obvykle nachazi v cibuli, rajéatech, okurkach nebo hrachu. Z ovoce maji schopnost akumulovat
dusi¢nany napft. jahody, meloun ¢i bandny. Obsah dusi¢nanti 1ze Caste¢né snizit blanSirovanim,
vafenim nebo fermentaci.

Vyznamnym zdrojem dusi¢nani pro clovéka je 1 pitnd voda, ktera mize byt
kontaminovéna vyplavovanim hnojiv z piidy. V CR i EU jsou proto stanoveny maximalni limity
dusi¢nantt (50 mg/L) a dusitanti (0,50 mg/L) v pitné vodé podle Smérnice Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2020/2184 o jakosti vody urcené k lidské spotiebé.
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V' potravindch zivociSného plvodu se dusiCnany a dusitany pfirozené prakticky
nevyskytuji. Vyjimkou jsou masné vyrobky, konzervy, rybi vyrobky a nékteré syry, do kterych
se pridavaji jako aditiva s cilem prodlouzeni trvanlivosti a ovlivnéni senzorickych vlastnosti.
Nejcastéji jsou to dusitan sodny (E250), dusitan draselny (E249), dusi¢nan sodny (E251)
a dusi¢nan draselny (E252). Vzhledem k tomu, Ze toxicita dusitanti je vyssi, vhodnégjsi formou do
potravin je pfidavek dusi¢nantl, které jsou ptimo v potraviné mikrobidlni redukci v pfiméfeném
mnozstvi pfeménény na dusitany, ¢imz je zajistén technologicky ucinek.

V redukénim prostiedi se z dusitanii uvoliiuje oxid dusnaty (NO), ktery reaguje
s myoglobinem masa za vzniku c{erveného nitrosomyoglobinu, ¢imz je stabilizovana
charakteristickd razovo-Cervend barva masnych vyrobkd. Dusitany maji dale také
antimikrobidlni U¢inek, zejména proti Clostridium botulinum, a proto hraji dileZitou roli
v prevenci vzniku botulismu. Naopak nejsou G€inné proti bakteriim celedi Enterobacteriaceae

(v€etné salmonel) ani proti bakteriim mlécného kvaseni.

Uzitecny odkaz:

» Smérnice Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/2184 o jakosti vody urcené k lidské spotrebé:
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32020L2184

7.1. Toxicita dusiénanu a dusitanu

Dusi¢nany samy o sobé nejsou v béZnych koncentracich pro dospélého cloveka
povazovany za akutné toxické. VéEtSina piijatého mnozstvi je relativné rychle vylu€ovana moci,
i kdyz s pribyvajicim vékem se tato schopnost mize mirné snizovat. Rizikem je vSak jejich
pomérné snadna redukce na dusitany, k niZ mize dochazet v travicim traktu vlivem stfevni
mikrobioty nebo chemickych procesi. Pokud se dusitany vstfebaji do krve, mohou oxidovat
zelezo v hemové skupiné hemoglobinu z dvojmocné formy Fe?*', kterd véaze kyslik, na
trojmocnou formu Fe**. Vznika tak methemoglobin, ktery ztraci schopnost pfenaset kyslik. Tento
stav se nazyva methemoglobinemie a mlize vést k tkanové hypoxii az uduseni. U dospélych je
pot¢é methemoglobin za normalnich okolnosti redukovdn zpét na hemoglobin diky
enzymatickému systému NADH-dependentni methemoglobinreduktazy. U kojencii vSak tento
enzymovy systém neni plné vyvinut, a proto jsou mnohem citlivéjsi k rozvoji
methemoglobinemie (tzv. ,,blue baby syndrome®) a v extrémnim piipadé vést az k tkdnovému

uduseni.
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https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=CELEX:32020L2184

Dal$im zavaznym zdravotnim rizikem vysokého pifijmu dusitanti, resp. dusi¢nant, které
se v téle na dusitany redukuji, je tvorba nitrosamini. Jsou to latky s prokazanym karcinogennim
a teratogennim ucinkem. Dusitany mohou v kyselém prostiedi zaludku reagovat se sekundarnimi
aminy pochdazejicimi z potravy (naptiklad dimethylamin z ryb a motskych plodd, diethylamin
z Caje, kavy a fermentovanych potravi aj.), 1éCiv nebo tabdkového koute. Nitrosaminy jsou
spojovany se zvySenym rizikem vznikl nadord zaludku, jater, tlustého stfeva a mocového
méchyte. Tvorbu nitrosaminti 1ze vyznamné omezit dostateCnym piijmem antioxidantli (napf.
vitamin C, vitamin E, polyfenoly), které zabranuji oxidaci dusi¢nanii na dusitany, a také
konzumaci vlakniny, jez urychluje prichod traveniny travicim traktem a snizuje tak dobu, po

kterou mohou probihat nitrosacni reakce.

7.2. Legislativni limity

Obsah dusi¢nanti a dusitanti jako kontaminanti v potravinach je regulovan Natizenim
Komise (EU) ¢. 2023/915 o maximalnich limitech nékterych kontaminujicich latek
v potravinach. V Ptiloze 1 a kapitole 6.1 jsou uvedeny maximalni limity dusi¢nanii pro
konkrétni druhy potravin. Jedna se o Cerstvy Spenat (Spinacia oleracea) — maximalni limit 3 500
mg NOs/kg, konzervovany nebo zmrazeny Spenat — 2 000 mg NOs/kg, hlavkovy salat — 2 000—
5 000 mg NOs/kg (podle zplisobu péstovani a obdobi sklizné), rukolu — 6 000-7 000 mg NOs/kg,
obilné a ostatni pfikrmy pro kojence a malé déti — 200 mg NOs/kg. Pro dalsi druhy zeleniny,
které nejsou explicitné uvedeny v nafizeni, plati obecny princip evropské legislativy. Potravina
nesmi byt Skodliva pro zdravi nebo nevhodnd pro lidskou spotiebu dle Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002. Riziko lze tedy hodnotit podle védeckych doporuceni
(napt. EFSA, WHO) a s ohledem na pripustnou denni davku (ADI; Acceptable Daily Intake),
tolerovatelny denni prijem (TDI; Tolerable Daily Intake) nebo jiné referencni hodnoty
stanovené pro konkrétni latku. V praxi je nutné posuzovat riziko ve vztahu k primérné spotiebé
konkrétni potraviny a zdravotnimu stavu spotiebitele.

Pro dusi¢nany je ADI 3,7 mg/kg télesné hmotnosti, coz odpovida pfiblizné¢ 260 mg
dusi¢nant denné€ u dospélého ¢loveka o hmotnosti 70 kg. Pro dusitany je ADI stanovena na
0,07 mg/kg télesné hmotnosti, coz odpovidd cca 5 mg dusitanii denn¢ pro dospélého Cloveka
s télesnou hmotnosti 70 kg. Tyto hodnoty byly stanoveny odbornymi organy WHO a byly
uznany i v ramci hodnoceni EFSA.

Konzervanty v potravinach jsou poté definovany v Natizeni Evropského parlamentu

a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkédch a konkrétné¢ v Natizeni Komise
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(EU) ¢. 1129/2011 je uveden unijni seznam povolenych potravindiskych pfidatnych latek.
V Piiloze 11 Casti B v Kapitole 3. Potravinaiské piidatné latky jiné nez barviva a nahradni
sladidla jsou konkretizovany dusitan draselny (E249), dusitan sodny (E250), dusi¢nan sodny
(E251) a dusi¢nan draselny (E252). Pokud jsou dusitany oznaceny ,,pro pouZiti v potravindach®,
mohou byt proddvany pouze ve smési se soli nebo s nahradou soli.

Potraviny zivocisného plivodu pfirozené neptedstavuji vyznamny zdroj dusi¢nanti ani
dusitant. Vyjimkou jsou ale vyrobky zivocisného ptivodu, do kterych byly tyto latky zamérné
pridany jako aditiva, zejména masné vyrobky, syry a nékteré rybi vyrobky. V téchto potravinach
se bézn¢ detekované koncentrace pohybuji v rozmezi 50-250 mg/kg pro dusi¢nany a 50-150
mg/kg dusitany. VSechny tyto vyrobky samoziejm¢ ale musi spliiovat legislativné stanovené
limity. Limity téchto aditiv pro konkrétni kategorie potravin lze dohledat v Natizeni Komise
(EU) ¢. 1129/2011 v casti E — Povolené potravinaiské piidatné latky a podminky jejich pouziti
v kategoriich potravin. Limit napiiklad pro kategorii tepelné¢ opracované maso je 150 mg/kg
dusi¢nani a 100 mg/kg dusitant. Je nicméné dilezité zohlednit, ze dusi¢nany mohou byt
obsazeny v nékterych tepelné opracovanych masnych vyrobcich v disledku pfirozené premény
dusitanll na dusi¢nany v slabé kyselém prosttedi.

Limity pro pitnou vodu jsou uvedeny ve Vyhlasce ¢. 83/2014 Sb., kterou jsou stanoveny
hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody a limity
pro balenou vodu jsou uvedeny ve Vyhldsce €. 13/2024 Sb. o pozadavcich na jakost balenych
vod a o zplsobu jejich Upravy. V pitné vodé je povolen obsah maximélné¢ 50 mg/L, v balené
vode 25 mg/L a v balené kojenecké 10 mg/L dusi¢nand. Limity pro obsah dusitanti jsou mnohem

prisngjsi, a to konkrétné 0,5 mg/L v pitné vodé a 0,02 mg/L v balené kojenecké vode.

Uzitecné odkazy:

» Narizenim Komise (EU) ¢ 2023/915 o maximalnich limitech nékterych kontaminujicich latek
v potravindch: https.//eur-lex.europa.eu/legal-content/cs/ALL/?uri=CELEX:32023R0915

» Narizeni (ES) ¢. 1333/2008 o potravinarskych pridatnych latkach: https.://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/?uri=CELEX:32008R1333

» Narizeni Komise (EU) ¢ 1129/2011 s unijnim seznamem povolenych potravindrskych pridatnych
latek: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/ALL/?uri=celex:32011R1129

» Vyhlaska ¢. 83/2014 Sb. o hygienickych pozZadavcich na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah
kontroly pitné vody: https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2014-83

» Vyhlaska ¢ 13/2024 Sb. o pozadavcich na jakost balenych vod a o zpiisobu jejich upravy:
hitps://www.zakonyprolidi.cz/cs/2024-13/zneni-2024022 1 #{7853781

» Re-evaluation of sodium nitrate (E 251) and potassium nitrate (E 252) as food additives (EFSA,
2017): https.//efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.2903/j.efsa.2017.4787
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7.3. Metodika stanoveni dusi¢nanu a dusitanua v zeleniné

Pro stanoveni dusi¢nant a dusitanti v potravinach existuje Siroka skala analytickych metod.
Vyuzivaji se naptiklad pfimad potenciometric s pouzitim dusi¢nanové selektivni iontové
elektrody, spektrofotometrické stanoveni nebo separacni metody, jako je izotachoforéza,
kapilarni elektroforéza ¢i HPLC. Klasickym, dnes méné pouzivanym postupem, je také
gravimetrické stanoveni dle Busche, pii kterém dusi¢nany za kyselych podminek reaguji
s organickym c¢inidlem nitronem za vzniku nerozpustné slouCeniny. Tento precipitat se po
vysrazeni oddéli filtraci, promyje, vysusi a zvazi. Z této hmotnosti lze nésledné¢ vypocitat
koncentraci dusi¢nanti ve vzorku. Tato metoda je relativné jednoducha na provedeni
anevyzaduje slozité pfistrojové vybaveni, nicméné jeji nevyhodou je nizsi citlivost a Casova
naroc¢nost. Proto je dnes v rutinni praxi nahrazena moderné€j$imi instrumentalnimi metodami,
zejména iontoveé-vymeénnou HPLC.

V ramci praktického cviceni budou stanoveny koncentrace dusi¢nanti a dusitanti ve vzorcich
riznych druhl zeleniny. Nize uvedeny metodicky postup neni standardizovanou metodou
pouzivanou v akreditovanych laboratofich a slouzi pouze k demonstrativnimu a orientaénimu
stanoveni koncentraci pro vyukové ucely. Hodnoty dusi¢nanll v zelenin€ se vyrazné lisi podle
druhu, odridy, podminek péstovani a rocniho obdobi, takze vysledek tohoto experimentu ma
pouze ilustrativni charakter. Cilem je tedy pomoci indikatorovych papirkti provést
kolorimetrické stanoveni dusi¢nani ve vzorku zeleniny a nésledné vypocitat, kolik zeleniny
by musel konzument zkonzumovat, aby piekro€il svoji individualni ADI dusi¢nant, tedy
3,7 mg/kg télesné hmotnosti.

Pro analyzu si vyberte jeden druh zeleniny. Vzorek ocistéte do podoby, v jaké se bézné
konzumuje (odstraiite kofeny, slupku, listy a nelistoty). Zvazte vzorek a zaznamenejte jeho
hmotnost. Poté pomoci odstaviiovace ziskejte Stavu. Pomoci odmérmého valce zméite objem
ziskané Stavy. Indikatorovy prouzek ponoite do $tdvy na 1 s. Po 1 minuté odectéte koncentraci

dusi¢nanil a dusitant na barevné stupnici.
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Ukol: Stanovte kolorimetricky koncentraci dusi¢nanti v poskytnutém vzorku zeleniny
a vypocitejte, kolik zeleniny by konzument o své télesné hmotnosti musel zkonzumovat, aby
piekrocil svou pfijatelnou denni davku dusi¢nanti. VSechna ziskand data, vCetné vysledka

vypoctl, uved’te do Tabulky 26. Na zaklad¢ vysledki posud’'te zdravotni riziko konzumace

daného produktu.

Tabulka 26: Dil¢i hodnoty pro stanoveni koncentrace dusi¢nanti a dusitani ve vzorku zeleniny

DRUH ZELENINY Hmotnost ¢lovéka
Hmotnost vzorku ADI dusi¢nanu
Objem $tavy Mnozstvi zeleniny pro ptekroceni ADI

Koncentrace dusi¢nana

Koncentrace dusitant

V nésledujicim textu je uveden ukédzkovy postup vypoctu. ADI dusi¢nant je 3,7 mg
dusi¢nanit na 1 kg télesné hmotnosti. Pfi hmotnosti 60 kg odpovidd tato davka 222 mg
dusi¢nanii/den. Z 50 g vzorku okurky bylo ziskano 40 mL $téavy, tedy 1 kg okurky obsahuje
800 mL $tavy. Namétena hodnota dusi¢nant byla 50 mg/L, coz odpovida 40 mg/800 mL stavy
= 40 mg dusicnanti v 1 kg vzorku (1 kg okurky obsahuje 800 mL S$tavy). Pokud je ADI
dusi¢nant pro €lovéka o hmotnosti 60 kg 222 mg na den a1 kg okurky obsahuje 40 mg
dusi¢nanil, musel by ¢lovék za den zkonzumovat 5,55 kg této okurky, aby doSlo k piekroceni

ADI. Ke stejnému vysledku 1ze dospét 1 alternativnimi vypocty s jinymi uvahami.

8. FalSovani potravin

Cilem této kapitoly je seznamit studenty s problematikou falSovani potravin, nejcastejsimi
formami a metodami detekce. Duraz je kladen na laboratorni metody prokazani pritomnosti
nebo nepritomnosti nedeklarovanych slozek, zejména Skrobu ve vzorcich mletého pepre

a zakysané smetany, a na schopnost spravne vyhodnotit a interpretovat ziskané vysledky.

FalSovani potravin lze podle SZPI povazovat zejména za zdmeénu drazsi sloZky potraviny
za levnéjsi, uvedeni vyrobku s nepravdivym nebo klamavym slozenim, nespravné oznacenti,
nebo tzv. nastavovani vyrobkl napiiklad vodou, Skrobem ¢i jinymi latkami. Ve vétSin€ piipada
sice falSovani neznamena bezprostiedni poruSeni zdravotni nezdvadnosti nebo hygieny

potraviny, ale spotiebitelé jsou poskozovani z hlediska kvality a ceny. Existuji vSak 1 ptipady,

93



kdy falSovani vedlo k ohrozeni zdravi a Zivota konzumentd napfi¢ svétem. Jako piiklad 1ze uvést
ptidavek melaninu do kojeneckych mléénych nahrad, pouziti metanolu v lihovindch, adulterace
olivového oleje, pridavek etylenglykolu do vina, pouziti primyslovych barviv v jedlich olejich
a kotreni, nebo zdména ofechtl za arasidy.

Nejcastéji se lze vSak setkat s falSovanim, které ptimo neohrozuje zdravi, ale snizuje
kvalitu potraviny. Typicky se falSuji luxusni potraviny (lihoviny, vino, kotfeni) nebo potraviny
vyrabéné a prodavané ve velkém mnozstvi (masné a mlécné vyrobky, tuky a oleje, kava a kakao,
ovocné stavy, zmrzliny, vajecné téstoviny).

Mezi hlavni zptsoby falSovani patfi ndhrada drahé suroviny za levnéjsi (napf. zdména
ovocné slozky, zdména tukl a oleju, pfidavek kavoviny do instantni kdvy, snizeni podilu masa
v masnych vyrobcich ¢i vajec v téstovinach, pfidavek skrobu a jinych latek ke zvySeni objemu).
Dalsimi zplsoby falSovani jsou pfitomnost nedeklarovanych slozek (naptf. pouZiti strojné
odd¢leného masa bez uvedeni), pouziti jiné nez deklarované technologie (zdména obycejného
oleje za panensky, vydavani ryb produkovanych na farméach za divoké), klamavé oznaceni
puvodu (zejména u vin) a zneuziti znacky nebo manipulace s datem pouzitelnosti. Za falSovani
se poté nepovazuje nedodrzeni deklarované hmotnosti nebo objemu baleni, coz je posuzovano
samostatné a kontrolu provadi Ceska obchodni inspekce (COT).

Mezi nejcastéji falSované komodity 1ze zatadit vino, které je fedéno vodou, docukiovano
nebo obohaceno o synteticky glycerol nebo barviva. Dale lihoviny, které obsahuji etanol jiného
neZ deklarovaného botanického ptvodu, syntetického ¢i technického lihu. Také med, do kterého
je pridavan cukr nebo sirup, karamel pro zlepSeni barvy a rostlinné enzymy. DZemy casto
neobsahuji deklarovany obsah ovocné slozky. Hmotnost ryb je uméle navySovana
nedeklarovanym obsahem vody. Déle byly u ryb zaznamenany i ptidavky polyfosfatl a kyseliny

citronové.

8.1. Metody kontroly pravosti (autenticity) potravin

Spolehlivé odhaleni falSovani potravin spotiebitelem je prakticky nemozné, i kdyz
v nékterych piipadech lze neautenticitu odhadnout na zdkladé senzorickych vlastnosti (chut,
barva, viin€, konzistence). Kontrola pravosti potravin musi byt provadéna pomoci laboratornich
analytickych postupti, které v CR provadi zejména SZPI a SVS, piipadné i specializované
referencni laboratofe. Mezi nejjednodussi metody patii metody mikroskopické. Mikroskopicky
lze hodnotit naptiklad druh a plivod medu podle pylovych zrn, odhalit pfimési cizich latek

v koteni nebo posoudit kvalitu masnych vyrobki. Mikroskopicky lze také zjistit ndhradu masa
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ménécennymi slozkami jatecnych zvifat ¢i rostlinnymi pfimésemi a podle pfitomnosti tlomku
kosti 1ze usuzovat na pouziti strojn¢ separovaného masa.

K odhalovani falSovani potravin se dale pouzivaji pokrocilé chemické, imunochemické
a molekularné-biologické metody. Chromatografické metody (napt. HPLC, GC, TLC) pro
odhaleni nepovolenych ptidavkl (napt. syntetickych barviv, sladidel, aditiv, melaminu,
etylenglykolu), k analyze medu, vina ¢i ovocnych $tav, hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS,
GC-MS, MALDI-TOF MS) umoznujici identifikaci slozek, stopovych kontaminant ¢i markeri
puvodu, spektroskopické metody (NMR, FTIR, izotopové metody) pro uréeni geografického
puvodu, zjisténi ptidavkl vody v mléce nebo ving, ¢i k posouzeni slozeni tukti a oleju,
imunochemické metody (napt. ELISA, LFIA) pro detekci nedeklarovanych piimési (napft.
pfitomnost arasidi nebo s¢ji ve vyrobcich), pro kontrolu piivodu masa ¢i mléénych vyrobki
a molekuldrngé-biologické metody (PCR, qPCR, sekvenace) pro urceni druhu a ptivodu surovin
(napt. detekce konského masa v hovézich vyrobceich, odhaleni zamény ryb, deklarace GMO
slozek).

Kombinace vice metod casto umoziuje tzv. polyfazicky ptistup, ktery zvySuje
spolehlivost odhalovani falSovani potravin. Vyvoj metod v poslednich letech sméfuje k rychlym
screeningovym testim a miniaturizovanym technologiim (biosenzory, Cipy, spektroskopie
v blizké infracervené oblasti), které umoznuji rychlou a levnou kontrolu pfimo v terénu nebo na

vyrobni lince.

8.2. Metodika prikazu pridavku §krobu v pepfi

Pept patii mezi nejznaméjsi a nejpouzivangjsi kofeni. Kofeni je jakakoliv ¢ast rostlin
(koteny, oddenky, kira, listy, nat, kvéty, plody, semena aj.), ktera je pfidavana do potravin
apokrmli za ucelem ovlivnéni chuti, viné a vzhledu. Kofeni ovSem neovliviluje pouze
senzorické vlastnosti. Rada druhti ma také antioxidaéni a antimikrobidlni u¢inky, ¢imz pfispiva
k prodlouzeni trvanlivosti potravin. Nékteré z nich navic podporuji traveni a mohou mit
1 zdravotni benefity.

Vzhledem k relativné vysoké cené koteni je tato komodita pomérmé casto falSovana.
Nejcastéjsimi zplsoby falSovani je pfidavek levnych inertnich latek (Skrob, mouka, ktida,
praskova celuldza), které zvySuji hmotnost vyrobku, dale zdména drazSiho koteni levnéjSim
(napf. Safran falSovany kurkumou) a nedeklarovana piimés jinych botanickych druht. Konkrétné
pept je v Ceské kuchyni vyuzivan velmi Casto a jeho spotieba je relativné vysokd. Typickou
Stiplavou chut’ mu dodéava alkaloid piperin, jehoz obsah v ¢erném pepii, coz jsou suSena zrala
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semena Piper nigrum, se pohybuje mezi 3—8 %. Piperin v nizkych davkéch ptisobi stimulacné na
centrdlni nervovou soustavu, vykazuje i mirny antipyreticky ucinek. Ve vysokych déavkach
nicmén¢ mize mit negativni UCinky, kdy plsobi slabé mutagenné, snizuje krevni tlak
a zpomaluje dychani.

Prokazovani falSovani pepie skrobem lze provést pomoci mikroskopického a chemického
testu s roztokem jodu. Tento test je jednoduchy, rychly a levny, ale slouzi pouze
k demonstrativnim a orientacnim Ucelim. Ve statni kontrole a akreditovanych laboratotich se
k prokazovani falSovani pepte pouzivaji sofistikovanéjsi metody, napi. mikroskopicka analyza
v kombinaci s HPLC, FTIR spektroskopii nebo DNA analyzou k potvrzeni botanického ptivodu.

Prokazovani falSovani pepie skrobem lze provést pomoci mikroskopického a chemického
testu s roztokem jodu. Tento test je jednoduchy, rychly a levny, ale slouzi pouze
k demonstrativnim a orientacnim ucelim. Ve statni kontrole a akreditovanych laboratofich se
k prokazovani falSovani pepfe pouziva napiiklad mikroskopickd analyza v kombinaci s HPLC,
FTIR spektroskopii nebo DNA analyzou k potvrzeni botanického ptivodu.

V ramci praktického cviceni budou testovany vzorky pepie na ptfitomnost ptimési Skrobu.
Na podlozni skli¢ko nakapejte kapku Lugolova roztoku, pomoci skalpelu pfidejte malé mnozstvi
vzorku mletého pepte, prekryjte krycim sklickem a pozorujte pod svételnym mikroskopem
suchym objektivem. Nasledné urcete, zda vzorek obsahuje piimés skrobu. Fragmenty pepte maji
v mikroskopu ostré hrany a nepravidelny tvar, zatimco Skrobova zrna jsou ovalna az kulovita,
s typicky hladkymi okraji. Po pfidani Lugolova roztoku se navic Skrobova zrna barvi
modrofialové az cerné v dasledku tvorby skrob—jodového komplexu (reakce jodu

s amylopektinem a amylézou), coz umoziuje jejich jednoznacnou identifikaci (Obrazek 19A).

Obrazek 19: Prukaz pritomnosti Skrobu v pepii a zakysané smetané

© NM, 2025

Pozn.: A — V mikroskopickém preparatu se zvétSenim 400krat jsou patrné modrofialove
zbarvené ovalné Castice Skrobu indikujici falSovani mletého pepte (Castice pepie jsou hnédé
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nepravidelné fragmenty s ostrymi hranami); B — ve zkumavce 1 je patrna pozitivni reakce
pfidaného skrobu s Lugolovym roztokem (modra barva) indikujici falSovani zakysané

smetany, zatimco zkumavka 2 ptedstavuje negativni nalez (zluta barva).

Ukol: Mikroskopicky ovéite, zda byly vzorky mletého pepie nastavovany $krobem. Vysledky

pozorovani zaznamenejte do Tabulky 27. Zhodnot'te, které vzorky lze povazovat za falSované.

Tabulka 27: Vyhodnoceni prikazu pfitomnosti skrobu ve vzorcich mletého pepie

Vzorek mletého pepie A B C D E F

Priikaz pritomnosti Skrobu (+/-)

8.3. Metodika priikazu piidavku Skrobu v zakysané smetané

Pfitomnost Skrobu v zakysané smetané neni zakézdna zddnym ¢eskym ani unijnim pfedpisem
a soucasn¢ neni stanoveno maximalni mnozstvi, které smi byt do tohoto vyrobku ptidano.
Vyrobcei obvykle uvadéji, ze ptidany skrob je chutové neutrdlni a byl pfidan do vyrobku za
ucelem zlepSeni konzistence. Pti senzorickém hodnoceni se vSak ukazalo, ze ptitomnost Skrobu
méni chut’ zakysané smetany, a to nikoli vzdy pozitivn€. V nékterych testovanych vyrobcich
navic Skrob nezabranil uvolnovani tekutiny a vyrobky mély fidkou az vodnatou konzistenci.

V ramci praktického cviceni budou vzorky zakysané smetany testovany na piitomnost
Skrobu. Do zkumavky odeberte 2 mL vzorku smetany pomoci injekéni stiikacky a pfidejte 2 mL
destilované vody. Smés promichejte a zahtivejte ve vodni 14zni po dobu 5 minut. Po ochlazeni na
pokojovou teplotu pfidejte nékolik kapek Lugolova roztoku a sledujte vzniklé zbarveni.
Pfitomnost Skrobu se projevi modrofialovym aZ modrocernym zbarvenim, zatimco vzorek bez

Skrobu zistane bily nebo mirn€ nazloutly vlivem Lugolova roztoku (Obrazek 19B).

Ukol: Ovéite, zda byly vzorky zakysané smetany nastavovany Skrobem. Vysledky Setieni

zaznamenejte do Tabulky 28. Zhodnot'te, které vzorky lze povazovat za falSované.

Tabulka 28: Vyhodnoceni prukazu pfitomnosti Skrobu ve vzorcich zakysané smetany

Vzorek mletého pepie A B

Prikaz pritomnosti Skrobu (+/-)
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