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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska prace je vénovana sledovani koliformnich bakterii ve slaze-

né kondenzované smetané.

Cést teoreticka je zaméfena na vyskyt koliformnich bakterii v potravinatském prii-
myslu, zejména v mlékarenstvi. Je zde popsana technologie vyroby zahusténé kondenzo-

vané smetany ,,Jesenka®.

Cast praktickd se zabyva sledovanim Zivotaschopnosti koliformnich bakterii —
— Escherichia coli a En. aerogenes, naockovanych do zahusténé slazené smetany. Pokles
téchto bakterii ve vyrobku je dadn nepiiznivymi zivotnimi podminkami — vysoky osmoticky

tlak vznikly ptidavkem cukru a zahuSténim vyrobku a déle anaerobni prostfedi v tubéach.

Koliformni bakterie ve vzorku €. 1 a €. 2 byly stanoveny kultivaéni metodou na
zivné pid¢ Chromocult. Vysledky byly graficky znazornény. Z grafii vyplyva, Ze nejprve
doslo k rychlému poklesu koliformnich bakterii, nasledné k ¢aste¢nému ptizptisobeni da-

nému prostfedi a zpomaleni ubytku az po Gplné vymizeni téchto bakterii z vyrobku.

Klic¢ova slova:

Koliformni bakterie, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, zahusténa slazena smetana



ABSTRACT

The submitted bachelor work deals with pursuing coliform bacteria in sweetened

condensed cream.

The theoretical part aims at occurence of coliform bacteria in food industry, especi-
ally the dairy industry. The work describes the technology of sweetened condensed cream

production called Jesenka.

The practical part follows the viability of coliform bakteria - Escherichia coli and
En. aerogenes inoculated in sweetened condensed cream. Decline in number of these bac-
teria is caused by adverse living conditions — high osmotic pressure caused by addition of

sugar, thickenning of the product and anaerobic conditions in the tubes.

Coliform bacteria in samples 1 and 2 were determined by method of cultivation in
the culture medium called Chromocult. The results have been put in graphs. These show
that there was first the fall in the number of coliform bacteria, then they partially addapted

themselves to the given surroundings and finally they disappeared from the product.

Keywords:

Coliform bacteria, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, sweetened condensed cream
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UvVOD

Patogenni mikroorganizmy jsou bézn¢ piitomny v ekosystému prvovyroby. Nékteré
z nich jsou kohabitanty hospodatskych zvifat (ktize, respiracni a gastrointestinalni trakt)

a tvoii normalni slozku kontaminujici mikroflory surovin.

Mikrobiologicka kontrola — monitorovani vyskytu patogennich mikroorganismi ve
vyrobnim prostiedi, meziproduktech vyroby a findlnich vyrobcich — je jen jednim
Z opatfeni. ZjiSténi pritomnosti nebo nepfitomnosti patogenniho mikroorganizmu ve vzor-
cich z potravin a z prostiedi kontroluje efektivnost vSech ostatnich preventivnich opatieni

(pasterace, chlazeni, dezinfekce aj.).

Vzdor nepfistupnosti kultivace patogennich mikroorganizmia v mikrobiologickych
laboratofich technické kontroly v zavodech se v téchto laboratotich n¢kdy kultivuji, proto-
ze pii rutinnich stanovenich nepatogennich mikrobidlnich ukazatelti hygienické Grovné
vyroby nelze jejich pfipadnému vykultivovani zabranit. Nékteré patogenni bakterie — sal-
monely, listerie, stafylokoky, patogenni varianty Escherichia coli, Bacilu cereus — rostou
dobte pii 20 az 30 °C na nutricné bohatych piidich a mohou tedy byt vykultivovany pfi
stanoveni celkového poc¢tu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorga-
nisml (CPM). Patogenni enterobakterie 1ze vykultivovat 1 selektivné pfi stanoveni poctu
koliformnich bakterii plotnovou metodou, jako typické nebo atypické koliformni kolonie
(enteropatogenni kmeny E. coli, yersinie, laktozo-pozitivni salmonely) nebo nekoliformni
nezbarvené kolonie (salmonely, shigely), kterym vSak obvykle neni vénovana dalsi pozor-

nost.

Tato bakalafrska prace je zaméfena na sledovani vyroby slazené zahusténé smetany
,Jesenka® a dalsi pouziti kK mikrobiologickému rozboru. Po cilené kontaminaci této smeta-
ny koliformnimi bakteriemi je pozorovano jejich chovani a zivotaschopnost v daném pro-
sttedi. Dale je v praci uveden mozny zdroj kontaminace a vyskyt koliformnich bakterii

V pribehu vyroby slazené kondenzované smetany.
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1 MIKROORGANIZMY APOTRAVINY

Mikroorganizmy jsou nezbytnou soucasti zivotniho prostiedi i potravin. V potravi-
naiském pramyslu jsou ¢asto MO rozd€lovany na prospésné a Skodlivé. Skodlivé vyvola-
vaji kazeni potravin. Prospé$né jsou zdmérné vyuzivany ve zpracovatelskych odvétvich,

napf. v mlékarenstvi, pekafstvi, pivovarnictvi, lihovarnictvi apod.

V boji proti skodlivym mikrobiim a patogenim v potravinach jsou vyuzivany po-
znatky vlivu vnéjsich faktorti na jejich aktivitu. Na prvém misté jsou uzivany postupy me-
chanické vedouci k omezeni kontaminace potraviny pfi jejim vlastnim zpracovani. Spoci-
vaji v odstranovani prachu, necistot, zbytki organického znecisténi ze strojii, inventaie

a uklidu prostiedi.

Pti vyrobé potravin a pokrmil jsou voleny takové pracovni a technologické operace,
aby mikroorganizmy kontaminujici surovinu byly usmrceny. Pfedevs$im se jedna o pouziti
dostatecné vysoké teploty a doby jejiho ptisobeni. Dale jsou voleny specifické pozadavky
pro zachazeni s jiz vyrobenou potravinou, a to napiiklad skladovéni za teplot neumoziuyi-
cich pomnoZeni mikrobt (teploty pod + 10 °C nebo nad + 65 °C). Teplota podmiiiuje in-
tenzitu zivota mikroorganizmu. Tento snadno ovlivnitelny faktor je vyuzivan v potravinai-

ském primyslu (pasterace mléka aj.) a bézné€ v kuchynské praxi pti vyrobé pokrmﬁ.[sl

Potraviny obsahuji ziviny, které mikroorganizmim umoziuji ziskavat latky potieb-
né pro svij rast a tvorbu novych bunck. Slozitéjsi ziviny rozkladaji na jednodussi latky
a tato metabolicka aktivita je doprovazena zménou (kazenim) potraviny. Jako zivé organi-
zmy potiebuji ke své plné Zivotni aktivit€¢ vhodné prostredi. Mikroorganizmy maji schop-
nost rychle se pfizptisobovat novym podminkam prostiedi a jsou schopny odolavat jeho
zménam. Pro svoji nepatrnou velikost, kterd se pohybuje kolem jednoho mikrometru
(0,000001 m), jsou pouhym okem neviditelné. Mezi hlavni Cinitele vnéj$iho prostiedi,
ovlivitujici moznost a intenzitu zivota MO, patii: pH, obsah vody, osmoticky tlak, teplota,

vyziva, oxidoredukéni potencial, povrchové napéti, zafeni, hydrostaticky tlak a jiné.!?

1.1 Hlavni Cinitelé vnéjSiho prostredi

1.1.1 pH prostredi

Riist MO 1 jejich biochemicka ¢innost jsou siln€ ovliviiovany koncentraci vodiko-

vych iontl v prostiedi. Kazdy mikrobni druh se miize rozmnozovat pouze v urcitém roz-
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mezi pH. Napf. pro optimalni rist bakterie E. coli je prostiedi s pH 6,0 — 8,0 (min. pH je
4,3 amax. pH je 9,5).

1.1.2 Vodni aktivita

Obsah vody v prosttedi ma rozhodujici vliv na vyvoj MO. Ziviny pfistupné bunkdm
se ve vode¢ rozpoustéji a s vodou se odstranuji z buniky zplodiny zivotni ¢innosti MO. Vy-
suSenim prostiedi se zastavi zivotni Cinnost mikrobu, ale Gplné se neznici, nebot’ jsou

schopny si po urcitou dobu podrzet Zivotaschopnost.

Mikroorganizmy vsak nemohou vyuzit cely obsah vody tak, jak se v potravinach
vyskytuje. Cast vody je vazana osmotickymi silami a adsorpci na nékteré soudasti potravin
a prave tato voda je MO nepfistupna. Métitkem onoho mnozstvi vody, které neni potravi-

nami vazano, a jez je tedy piistupné MO, se stala aktivita vody (aw).

Ta je vyjadiena zlomkem: a,, = P / Py, kde P je tlak vodnich par potraviny, P, je tlak

vodni pary nad vodou pfi stejné teploté, ay, je tedy vyjadieno v hodnotach 1 a nize.
K faktoram urcujicim velikost a,, nalezi:

a) celkovy obsah vody v potraviné

b) mnoZstvi a vlastnosti ve vodé rozpusténych latek, jako naptiklad elektrolytu, kyse-
lin, sacharidd, rozpustnych dusikatych latek

C) zpusob a mechanismus, jakym je voda v potravinach strukturalné vazana na urcité

komponenty potravin, naptiklad sacharidy, bilkoviny atd.

Vétsina MO zodpoveédna za rozklad potravin a téz patogenni maji ristové optimum
nad a,= 0,98. Zvlaste citlivi na snizeni a,, jsou gramnegativni MO. Vétsina enterobakterii
zastavuje rast pod 0,95 ay. S ur€itymi vyjimkami jsou grampozitivni MO vSeobecné tole-

rantnéj$i viaci niz§im hodnotam a, nez gramnegativni.

Technologicky je moZno snizit aktivitu vody riznymi zplsoby, zejména vysusenim
nebo odvodnénim, zvySenim koncentrace elektrolytti — piidavkem soli a pfiddnim dalSich
rozpustnych substratli, zejména sacharida.

Napft. minimalni ay, pfi niZ patogenni mikroflora roste (pfi téméf optimalnich teplo-

tach) je u Escherichia coli 0,95. Zahusténé mléko mé a, = 0,93 — 0,98, 1%



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.1.3 Osmoticky tlak

Zvyseni koncentrace rozpusSténych latek v roztoku vede ke zvySeni jeho osmotické-
ho tlaku. Také v mikrobni bunce je urcity osmoticky tlak, nebot’ v bunécné st'avé je roz-
pusténa fada soli a meziprodukti metabolismu. Za normalnich podminek se vnitrobunécény

osmoticky tlak vétSiny bakterii pohybuje v rozmezi od 0,35 do 0,6 MPa.

1.1.4 Teplota

Vliv na zivotaschopnost koliformnich bakterii ma i teplota. Teplota vnéjSiho pro-
stiedi je jednim z hlavnich faktord, které ovliviiuji rychlost rozmnozovéani mikroorganizmi
i moznost jejich zivota. Rozeznavame tii zakladni body teploty: minimalni teplotu, tj. nej-
nizs8i teplotu, pfi niz se dany druh rozmnozuje jesté zjistitelnou rychlosti, optimalni teplotu,
pfi niz se rozmnozuje nejvétsi rychlosti, a maximalni teplotu, tj. nejvyssi teplotu, pii které

je schopen se jesté rozmnozovat.

Teplota prostfedi podminuje intenzitu aktivity mnozeni mikrobi. Tepelné rozmezi
jejich rustu se pohybuje v Sirokém rozpéti od — 10 po + 50 °C. Teploty v intervalu tohoto
rozpéti nevedou ke zni¢eni mikrobi. Teprve teplota nad + 70 °C, plsobici v del§im caso-
vém intervalu, vede k jejich usmrceni. Teplota hluboko pod bodem mrazu mikroby neu-

smrcuje. Stejné tak jako teplota blizka 0 °C pouze jejich Zivotni projevy zpomaluje.

Pti teploté optima prostfedi mezi + 20 az + 40 °C za ptiznivého ptusobeni dalSich
faktort prostiedi (voda, pH, pfistup vzduchu aj.) probiha mnozeni (rdst) mikroorganizmt
délenim maximalni rychlosti v exponencialni zavislosti na ¢ase. Tento nartst mikrobiélni-
ho znecisténi zplisobuje kazeni, piipadné zdravotni zavadnost potraviny. Skupiny potravin,
které svymi vlastnostmi umoziuji rychlé pomnoZzovani mikroorganizmi, se oznacuji jako
potraviny lehce kazivé nebo rizikové. Do rizikovych skupin potravin se fadi: maso, mléko,
cukrarské a lahudkaiské vyrobky, zelenina a ovoce. Pro svoji lehkou kazivost vyzaduji

skladovani pfi teplotach kolem 0 °C.1°!
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2 BAKTERIE CELEDI ENTEROBACTERIACEAE

Celed’ Enterobacteriaceae, zahrnujici gramnegativni stievni ty¢inky, ma velky vy-
znam z hygienického hlediska, a proto je ji v potravinafstvi vénovana mimotadna pozor-
nost. Jde o nesporotvorné ty¢inky, peritrichni nebo bez bicikl, které maji respiracni i kvas-
ny metabolismus. VétSinou jsou prototrofni. Vedle nepatogennich a podminéné patogen-
nich rodi sem patii i obavané stievni patogeny (Salmonella, Shigella), patogeny dychacich

cest a fytopatogeny. 2 4

VétSina téchto mikrobi zije ve stfevech obratlovet, odkud se dostavaji do okolniho

prostiedi, odpadnich vod a hnojené ptidy. Nékteré tvori soucast obligatni mikroflory stieva.

2.1 Bakterie koliformni

Naélezi do celedi Enterobacteriaceae. Pfedstavuji gramnegativni ty¢inky aerobni ne-
bo fakultativné anaerobni, netvofici spory, které zkvaSuji laktézu s tvorbou plyni CO;
a Hy, kyselin, napt. kyseliny mlééné a octové, a aldehydu. Vykazuji negativni test na
cytochromoxidasu a produkuji enzym zvany beta-galaktosidasa. Konkrétné do této skupiny
koliformt patii E. coli, Enterobacter aerogenes, rod Citrobacter a nékteré druhy rodu Kleb-

siella. Dfive se tato skupina bakterii oznacovala jako ,,coliaerogenes“.[14]’ [

Koliformni bakterie maji ptimy vztah k fekalnimu znecisténi, i kdyz to nemusi pla-
tit obecng. Koliformni bakterie se v potravinaiskych vyrobcich a surovindch, na pfedmé-
tech denniho uzivani a v pitn€, povrchové i1 odpadni vodé¢ jednoduse zjist'uji a stanovuji.
Pti hodnoceni jejich poctu se vychazi z uréitych hygienickych predpisti nebo norem. Posu-
zovani jejich pfitomnosti a mnozstvi vSak nékdy v praxi narazi na jisté nedorozumeéni. To
pochézi zjejich trividlniho pojmenovani ,fekalni bakterie®, z c¢eho se n€kdy nespravné

usuzuje, ze potraviny, které tyto bakterie obsahuji, byly anebo jsou znecisténé fekaliemi.
[17]

Diive se koliformni bakterie povazovaly za striktni ¢ili absolutni indikéatory cers-
tvého znecisténi zivocisSnymi exkrementy. OvSem pozdéji bylo prokazano, ze se mohou
také nachazet i ve vodach znecisténych organickymi latkami bez piimé souvislosti s fekal-
ni kontaminaci. Z tohoto diivodu se také doporucilo nahradit nazev fekalni koliformni bak-
terie presnéjSim oznacenim — termotolerantni koliformni bakterie, nebot’ snaseji, Cili tole-
ruji teplotu 43 °C, pfi které mohou rlst a rozmnozovat se. Jejich stanoveni se naptiklad

doporucuje k hodnoceni uc¢innosti dezinfekce pii tprave pitnych vod.
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2.1.1 Rod Escherichia

Patfi sem tycCinky, které zkvasuji krom¢ laktozy také glukdzu, vétSinou za tvorby
plynu. Rod bakterii obsahujici zvlasté tyto druhy: Escherichia coli, E. fergusonii, E. her-
manii a E. vulneris, z nichz vS8ak nejvyznamnéj$im a nejvice prozkoumanym druhem je

pravé E. coli.l”

2.1.2 Rod Citrobacter

Rod bakterii, ktery je povazovan za normalniho (fyziologického) obyvatele stievni-
ho systému lidi a zvifat. Byl také prokazan ve stievech ptakl, obojzivelnik a n¢kterého
hmyzu. Dale se naptiklad nachazi v pidach, ve vodach, potravinach atd. Ve vyssich kon-

r o v o . N ’ . . o [1
centracich mtize zptisobit onemocnéni oslabenych Jedlncu.[ ]

Rod Citrobacter zahrnuje v podstaté téi druhy: Citrobacter amalonaticus, C. freun-
dii a C. koseri, diive C. diversus. Posledni dva druhy mohou zptsobit prijmovité onemoc-
néni lidi, vétSinou leh¢iho razu. Cely rod ma nazev od toho, ze ma schopnost vyuzivat cit-
ratu jako jediného zdroje uhliku. Touto schopnosti, vyuzivat citrat z prostiedi, se lisi od
rodu Escherichia. Tvofi gramnegativni ty¢inky nalezejici do ¢eledi Enterobacteriaceae.
V hygienické a klinické mikrobiologii jsou druhy C. freundii a C. koseri povazovany za

fakultativné patogenni mikroorganizmy.[g]

2.1.3 Rod Klebsiella

Rod bakterii, které jsou nepohyblivé, opouzdiené, ty¢inkovitého tvaru a siln€jsi nez
ostatni enterobakterie. Vyskytuji se ve vodé, pid€, zazivacim i dychacim Ustroji lidi

a zvifat. Protoze klebsiely nemaji bi¢iky, postradaji tzv. H-antigeny.

Nejznaméjsim zastupcem je Klebsiella pneumoniae, jejiz opouzdiené kmeny jsou
velmi nebezpecné. Mohou vyvolat bronchopneumonie, plicni abscesy a septikémie, ¢asto

s nejhorsim priabéhem. Také zptsobuji infekci mocovych cest.

Druh Klebsiella planticola se obvykle nachazi na zelenin€, semenech a listech rtiz-

nych rostlin 1 ve vode.M

2.1.4 Rod Enterobacter

Doslovné ,,sttevni* bakterie, z feckého enteron = stievo a baktron = ty¢, hil. Diive

se tento rod nazyval Aerobacter. Patii do n¢ho zejména tyto druhy Enterobacter aeroge-
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nes, E. cloacae a jest¢ dalsi, méné¢ dulezité a znamé jako napiiklad E. amnigenus,

E. asburiae, E. cancerogenus, E. gergoviae, E. intermedius a E. sakazakii.

Rod Enterobacter se v ptirod¢ vyskytuje prakticky vSude, také v zazivacim traktu
lidi a zvifat. Z hlediska hygienické mikrobiologic patii E. aerogenes a E. cloacae ke koli-
formnim mikroorganizmim. Z pohledu klinické mikrobiologie mohou zv1asté posledni dva
jmenované druhy zptisobovat infekce mocovych cest nebo lehéi prijmy, zejména u malych
det. 4
Z rodu Enterobacter je nejrozsifenéjsi druh Enterobacter aerogenes, ktery se vy-
skytuje ve stievnim traktu zdravych zvitat i lidi a je také velmi rozSifen v pfirodé. Od
E. coli se lisi vyuzivanim citratu jako zdroje uhliku a tvorbou acetoinu (tj. 3-hydroxy-2-

butanonu) a 2,3--butandiolu pfi kvaseni cukri.!®!

2.1.4.1 Enterobacter sakazakii

Zluté pigmentovany Enterobacter cloacae” byl v roce 1980 rozpoznan jako novy
druh mikroorganizmu a piejmenovan na Enterobacter sakazakii. V roce 2007 bylo zjiste-
no, ze Enterobacter sakazakii se sklada z vice druhi s rozlisSnym genotypem a fenotypem.
Bylo analyzovano 210 izolovanych kment E. sakazakii s vyuzitim molekularné-
biologickych technik a navrzena reklasifikacie tohoto organizmu do nového rodu Crono-
bacter, jenz obsahuje nejméné Sest riiznych druht a fadi se mezi Enterobacteriaceae.

Soucasné platnd potravinaiska legislativa vychazejici z natizeni Evropské komise
vSak dosud pouziva nazev Enterobacter sakazakii, misto Cronobacter spp. V literatuie se
v§ak zatim pouZzivaji nejednotné oba nazvy, Enterobacter sakazakii a Cronobacter spp.,
jako synonyma, mimo jiné proto, ze zatim nejsou propracovany metody detekce Crono-
bacter spp. a rovnéz neni prozkoumana patogenicita jednotlivych druht tohoto nového
rodu.’*”

Enterobacter sakazakii je fakultativné anaerobni, nesporotvorna, kratka gramnega-
tivni ty€inka, pohyblivd diky pfitomnosti peritrichalnich bicikd. Velikost vegetativnich
bunék je v priméru 0,5 — 1,5 X 2 — 3 um. Na neselektivnich ptidach tvoti zluté nebo bez-
barvé kolonie dvou riznych morfologii:

a) prvni typ jsou suché nebo mukoidni, vroubkované kolonie

b) druhy typ jsou kolonie hladké
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E. sakazakii je oxidaza negativni, katalaza pozitivni, redukuje nitraty, jako zdroj
uhliku vyuziva citrat, hydrolyzuje eskulin a arginin, dekarboxyluje L-ornitin. Fermentuje
glukozu a dalsi cukry za tvorby kyselin. Obvykla je i aktivita enzymu a-glukosidazy.

Virulence jednotlivych kmeni E. sakazakii je zna¢né rozdilna, avSak piesné me-
chanizmy nejsou zatim znamy. Provedené studie ukazuji, ze bakterie jsou schopny priniku
do stfevnich bunék a ptezivaji v makrofazich. Déle jsou schopny invaze do savcich endote-
lidlnich bun¢k. Nékteré kmeny produkuji molekuly podobné enterotoxiniim.

Nékteré kmeny E. sakazakii produkuji extracelularni heteropolysacharidové pouz-
dro, které bakteriim napomaha pftilnout k povrchiim a nasledné vytvaret biofilm. Predpo-
klada se, ze pouzdro hraje roli v ochrané bakterii proti vysychani, protoze polysacharid je
vysoce hydratovany.

Enterobacter sakazakii je oportunni patogen, ktery napada predev§im novorozence
a imunitné oslabené jedince. Rizikovou skupinou jsou pied¢asné narozeni novorozenci
s nizkou porodni vahou a potlacenou imunitou ve véku od 3 dnti do 4 let.

Onemocnéni novorozenci se vyskytuje vzacné, miva vSak zdvazny a rychly pribéh
S vysokou mirou tmrtnosti (30 — 80 %). Klinické ptiznaky zahrnuji sepsi (otrava krve),
meningitidu (zdnét mozkovych blan) a nekrotizujici enterokolitidu. Nejcastéjsi formou
onemocnéni je meningitis. Mortalita novorozenci trpicich meningitidou je 40 - 80 %, smrt
nasleduje béhem hodin po prvnich projevech symptomti onemocnéni. U jedinct, ktefi za-

ey

nét mozkovych blan pfeZziji, se obvykle vyvinou nevratna postiZeni, v€etné zdvaznych neu-
rologickych komplikaci. [311. [32]

U dospélych pacientii zahrnuje onemocnéni E. sakazakii Siroké spektrum ptiznakd -
- zanét spojivek, zanét Zlucovodu a mocovych cest, infekce ran, zépal plic.

Do mikrobiologického rizika susené détské vyzivy byl v roce 2004 zahrnut také En-
terobacter sakazakii. Kromé susené mlécné kojenecké vyzivy, kterd je typickym vehiku-
lem, byl E. sakazakii izolovan i z dalSich potravin zivo¢isného i rostlinného pivodu (napft.
luSténiny, cerealie, ovocné a zeleninové salaty, masné vyrobky, syrové mléko, Cerstvé sy-
ry).

E. sakazakii roste v Sirokém rozmezi teplot 6 — 47 °C, optimum je 39 °C. Bakterie
je citliva k zahtevu, pasteracni teploty ji devitalizuji. Nékteré kmeny mohou mit zvySenou
termo-toleranci diky produkci tzv. heat-shock proteint. [01
E. sakazakii ma dobrou odolnost k nizkému pH. Je schopen piezivat v susenych

mlécnych vyrobcich pii vodni aktivité cca 0,2 fadu mésic. Vysoka odolnost k osmotické-
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mu stresu je v tomto piipadé pfipisovana piitomnosti polysacharidového ochranného pouz-

dra. BY

2.2 Escherichia coli

Escherichia coli (velmi ¢asto jen zkracené E. coli) je nejprozkoumanéjsim mikrobi-
alnim druhem, nebot’ slouzi jako modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyzio-
logické studie. Je prvnim bakteridlnim druhem, u n¢hoz byla pozorovana a prostudovana
konjugace (spajeni) bun€k a vyména genetického materialu. Jeho chromozom byl podrob-

né€ zmapovan a také bakteriofagy, které jej napadaji, patii k nejprostudovanéjsim. 2]

Byla objevena némecko-rakouskym pediatrem a bakteriologem Theodorem Esche-

richem v roce 1885.1°

221 Vyskyt

Escherichia coli je fakultativné anaerobni gramnegativni bicikata tyc¢inkovita bakte-
sttevni mikroflory a jeji pfitomnost je nezbytna pro spravny prubé¢h travicich procesit ve

streve.

2.2.2 Fyziologie

Optimalni teplota rastu 30 — 37 °C, roste v rozsahu teplot 10 — 45 °C, avSak v mléce
se vyskytuji psychrotrofni kmeny, které rostou i pii nizsich teplotach. E.coli se ni¢i pfi
teplot¢ 60 °C za 30 minut, varem béhem jedné minuty, pii skladovani potravin
V chlazeném nebo zmrazeném stavu pieziva. Optimalni pH 6,8 — 7,2. Bakterie je zna¢né
odolna, ve vlhkém prostiedi (v pitné a odpadni vod¢, ve vykalech aj.) relativné dlouho pie-
trvava vitalni. Tyto bakterie se mohou nachazet v syrovém ¢i nedostate¢né uvareném mase,
nepasterovaném mléce a mléénych vyrobcich, syrové zeleniné a nepasterované jable¢né

N
stave, [

2.2.3 Biochemie

Escherichia coli zkvasuje cukry (napf. glukozu, laktozu, nékteré pentdzy
a alkoholické cukry) za intenzivni tvorby kyselin a plynu. Tvofi z té€chto cukrl hlavné ky-
selinu mlé¢nou, pyrohroznovou, octovou a mravenci, pfiCemz ¢ast kyseliny mravenci roz-

klada na oxid uhli¢ity a vodik. Gramnegativni povahy Escherichia coli a jeji schopnosti
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zkvaSovat laktdézu za vzniku kyselin se vyuziva pro zjisténi této bakterie v potravinach
nebo ve vod¢: piislusné diagnostické selektivni pady totiz obsahuji laktozu jako zdroj uhli-
ku, barvivo (napf. pH indikator), které zménou barvy prokaze zkvaSovani laktozy
a slouceninu (napft. dal$i barvivo nebo anionaktivni tenzid), které zabrani rozmnozovani
grampozitivnich bakterii, jez jsou vétSinou ve vySetfovaném materidlu mnohem cetnéjsi

nez gramnegativni bakterie a zivnou ptudu by pterostly.

2.2.4 Morfologie

Jde o gramnegativni ty¢ky se zaoblenymi konci, 2-3 pm dlouhé, 0,6 um Siroké, né-
kdy mohou byt kratké - kokobacilarni, barvi se homogenné¢. Na povrchu maji rizné typy
fimbrii, znichZ jedny jsou zastoupeny ve velkém poctu na povrchu bakteridlni bunky
a umoznuji adhezi na hostitelskou buniku. Nékteré typy E. coli tvofi pouzdra a jejich kolo-

nie maji hlenovity charakter. [24)

2.2.5 Antigenni struktury

Podle antigenni struktury se déli na sérotypy. Somatickych (O) antigent je 167,
k nim se vazi K a H antigeny, takze jejich kombinaci vznika 240 sérotypt. Kapsularni an-
tigeny se déli podle chemického sloZeni na ty, které jsou tvofeny kyselymi nebo neutralni-

mi polysacharidy, a na ty, které se skladaji z bilkovin a tvoii struktury podobné fimbriim.
[24]

2.2.6 Taxonomie

Rod Escherichia coli zahrnuje dva biotopy, z nichz biotop I tvoii 95 %, biotop II
tvofi 5 % kment. Jednotlivé kmeny jsou charakterizovany kombinacemi 0 (sténovy),
K (kapsularni) a H (bi¢ikovy) antigenti. Kmeny EEC tvofi skupiny sérovarti. Nékteré jsou
rozSiteny po celém svéte, jiné sérovary se vyskytuji pouze v urcitych geografickych oblas-

tech.

Ctyfi druhy Shigella a E. coli jsou jeden druh na zakladé ptibuznosti DNA. Kmeny
Shigella a E. coli je ¢asto velmi nesnadné rozlisit biochemicky, protoze existuji aecrogenni
shigely a anaerogenni, nepohyblivé, laktdozo- negativni kmeny E. coli. Kmeny E. coli mo-
hou zpiisobovat priijmova onemocnéni, takze patogenicita neposkytuje definitivni rozlise-
ni. Shigely jsou ve skute¢nosti metabolicky inaktivni bioskupiny E. coli. Taxonomicky

nelze ospravedlnit samostatné rody, dokonce ani samostatné druhy pro tyto organismy. f6l.
[18]
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Tab. 1. Biotopy Escherichia coli

Test Biotop | Biotop 11
indol + -
metylova Cerven + +

Voges — Proskauerova reakce - -

Citrat - -

2.2.7 Vyznam

Jen malo mikroorganizmd je tak univerzalnich jako Escherichia coli. Dokaze velmi
snadno pfijimat geny od jinych bakterialnich druhti, zejména z ¢eledi Enterobacteriaceae,
a tim se prizpisobit vn¢jSim podminkam. Bakterie tohoto druhu se bézné vyskytuji
Vv gastrointestinalnim traktu ve stfevech cloveka i teplokrevnych zvifat. VétSina kmeni
E. coli je nepatogennich, pro svého hostitele uzitecnych. Nékteré se pozitivné podileji na
travicim procesu, syntetizuji nékteré dulezité vitaminy, napt. Bip, K; a K,. Zabranuji ristu
Skodlivych bakterii, protoZze s nimi soutézi o ziviny a kyslik. Tim Escherichia coli pfispiva
k celkové rovnovaze mikroorganizmu piitomnych ve stfevech. Nékteré kmeny se dokonce
pouzivaji jako probiotika, napf. pfi travicich obtizich nebo ke kolonizaci stfeva zabranujici
priniku a rozsifeni patogennich bakterii. Pfi snizené imunité osob vSak muize dojit k Sifeni
E. coli ze stievniho traktu dale po téle. Mohou poté vyvolavat infekce mocovych cest,

e 22
vzacne 1 sepse. [22]

2.2.8 Patogenita
Patogenni Escherichia coli vyvolava 2 typy onemocnéni:

a) extraintestinalni (zejména mocovych cest, septicka onemocnéni, infekce ran, hnisavé pro-
cesy)

b) v intestinalnim traktu infekce provazené prijmy (urcité kmeny)

Extraintestinalni formy jsou vyvolany pfevazné komenzalnimi sérotypy a infekce je
Casto endogenni. Mohou se uplatnit ty kmeny, které vzdoruji baktericidii séra a fagocytoze,
tj. maji polysacharidovy kapsularni antigen; v mocovém traktu ty, které maji tzv.
P fimbrie, jimiz adheruji na sliznici mocovych cest (uropatogenni E. coli). E. coli je pyo-

genni bakterie. ¥ 241
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2.2.9 Lécba

E. coli je citliva primarné na vétSinu antibiotik (s vyjimkou benzylpenicilinu), ale
zejména nemocnicni kmeny maji sekundarni rezistenci prenosového typu. Terapie extrain-
testinalnich infekci spoc¢iva v 1écb¢ antibiotiky, u intestinalnich forem je nutno dbat na re-

hydrataci.[?”

2.3 Escherichia coli a strevni infekce

Infekce vyvolané Escherichia coli zptisobuji nejéastéji prijmové onemocnéni déti
a dospélych. E. coli je bézny komenzal tlustého i tenkého stieva. Slouzi jako bézny indika-
tor fekalni kontaminace pitné vody, potravin apod. Pomoci antigenti O, K a H lze rozlisit

240 sérotypu.

V zazivacim traktu se ur¢ité kmeny E. coli uplatiuji jako patogeny riznymi me-
chanizmy, podle kterych se skupiny téchto tzv. enteropatogennich kmend E. coli oznacuji

jako:

1. enteropatogenni v uz§im slova smyslu (EPEC)
2. enterotoxigenni (ETEC)

3. enteroinvazivni (EIEC)

4. enterohemoragické (EHEC)

5. attaching and effacing (A/EEC)

6. enteroagregativni (EAEC)

2.3.1 Enteropatogenni E. coli - EPEC

Tyto kmeny urcitelné sérologickou metodou mohou zpusobit gastroenteritidy. Ty se
uplatniuji u lidi s oslabenou imunitou, kojenct a starych lidi. Z hlediska stfevnich infekci
vyvolanymi nékterymi sérotypy E. coli se podle Karolc¢eka (1985) rozpoznavaji 3 typy

onemocnéni:

a) tzv. epidemicky priijem novorozencu a kojenci se zvracenim, pii kterych dochazi k velmi
rychlé dehydrataci utlého organismu

b) prijmové onemocnéni starSich déti a dospélych, tzv. cestovatelské nebo turistické prijmy
(travellers diarhoea)

€) onemocnéni dyzenteriformniho charakteru
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V soucasné dobé se ve vyspélych zemich vyskytuje jiz velmi zfidka, je vSak stale
velkym problémem v rozvojovych zemich. Z imunologického hlediska se zvlast¢ jedna
0 sérotypy O55 a Ol111, u vétSich déti a u dospélych tyto enteropatogenni kmeny zadné
onemocnéni nevyvolavaji. Bylo prokazano, Ze schopnost vyvolat tyto novorozenecké pru-
jmy je vazana pouze na nékteré sérotypy, které kolonizuji tenké a tlusté sttevo. Jejich iden-
tifikace se opira o sérotypizaci. Toto onemocnéni se vyskytuje na kojeneckych oddélenich
nemocnic a §ifi se inkubatory, kojeneckou vyzivou, lahvemi, dudliky, pfedméty nemocnic-
niho prostiedi kontaminovanymi fekaliemi nemocnych déti. Z hlediska pienosu téchto bak-
terii je vyznamné jejich pomnozeni v roztocich mlééné kojenecké vyzivy, kdyz se ptipra-
vuje na 24 hodin a neni ihned (do 2 hodin) ochlazena na teplotu 7 °C a niZsi. Za minimalni
infekéni davku (MID) se povazuje >10° KTJ. Zdrojem jsou zdravi nosici (matky, zdravot-

nicky personal). ! 1161 [17]

U kmenti EPEC nebyla prokazana tvorba enterotoxint. Patogenetickym mechanis-
mem je tésnd vazba bakterii s enterocyty stieva a tim dochdzi k rozpousténi mikroklka

(mikrovili). Kone¢nym disledkem je potom poskozeni epitelidlniho povrchu strev. !

2.3.2 Enterotoxigenni E. coli - ETEC

Pti vstupu do zazivaciho ustroji osidluji tenké stievo pomoci koloniza¢nich faktort,
coZ jsou proteinové fimbrie. Tyto kmeny mohou vyvolat priymy jak u déti, tak 1 dospélych
osob. U onemocnéni se zpravidla neobjevuje horecka. Vyskytuji se pfevazné ve velmi tep-
lych ¢i tropickych oblastech, napt. v Mexiku, Bangladési nebo v Egypté. Do této skupiny
se zahrnuji 1 tzv. prijmy cestovatell. ETEC mohou produkovat dva typy enterotoxin:
jednak termolabilni enterotoxin podobny enterotoxinu Vibrio cholerae (tzv. choleragen) -
- inaktivni pi1 60 °C po dobu 30 minut, dile enterotoxin termostabilni - odolny do 100 °C
po dobu 15 minut. Geneticka informace pro tvorbu téchto toxint je lokalizovana

v plasmidech.™ [

2.3.3 Enteroinvazivni E. coli - EIEC

Vykazuji stejny mechanizmus patogenity jako shigely. Pronikaji tedy do bun¢k
a v nich se mnozi, u postizenych proto vyvolavaji dysentericky syndrom. Jedna se o horec-
naté prijmové onemocnéni s tenezmy. Charakteristickym ndlezem je stolice s piimési krve
s vysokym obsahem bilych krvinek, zejména granulocytii. Pfi¢inou jsou viedové defekty

stfevni stény. ! (€1 201
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Tyto kmeny specifickych sérologickych charakteristik (O a K antigeny) maji
schopnost zachytit se na hostitelskych bunkach a zpisobit u ¢loveéka infekei mocovych
cest, chirurgickych ran, zanét pobfi$nice, zanét zluCovych cest, zanét mozkovych blan,

zépal plic a jiné. Tyto infekce nejsou predmétem potravinadiské mikrobiologie.[17]

2.3.4 Enterohemoragické E. coli - EHEC

Maji podobny zptisob adherence jako kmeny enteropatogenni, av§ak vazou se pre-
devsim v tlustém stfeveé. Rovnéz produkuji toxin, ktery se oznacuje v anglickém pisemnic-
tvi jako ,,shiga-like toxin®, €ili toxin podobny shigelovému nebo také verotoxinem. Jedna
se nejcastéji o sérotyp O157. Kmeny EHEC pusobi tzv. hemoragickou kolitidu

S krvacenim.

U nékterych nemocnych se miize vyvinout hemolyticko-uremicky syndrom (HUS).
U hemolyticko-uremického syndromu jde o mikroangiopatickou hemolytickou anemii
S trombotizaci, primarn¢ jsou poskozeny endotelie kapilar. Onemocnéni se vyskytuje
Vv détském veku a jeho pribéh je vétsinou tézky a rychly. Klinicky se projevuje klesanim
diurézy az anurii, moCovym ndlezem, v krvi vzestupem kreatininu, urey, zménou koagu-
la¢nich faktorii ap. Zdrojem infekce je nejcastéji kontaminované maso. Produkce toxind je
determinovana profagem ptitomnym v bunkach enterohemoragické E. coli. [1]. [16]

Tab. 2. Klinické a patologické obrazy priijmovych E. coli infekci ™!

E. coli Klinicky syndrom Misto infekce Histopatologicky nalez
ETEC Vodnaty prijem Tenké stievo Beze zmén
EPEC Vodnaty prijem Tenké stievo Vyhlazeni slizniéniho
povrchu
EIEC Dyzenterie Tlusté stievo Invazivni, zanétlivy
EHEC Hemoragicka kolitida, HUS |  Tlusté stfevo Vyhlazeni sliznicniho
povrchu bez zanétu

2.3.5 Attaching and effacing E. coli - A/EEC

Tato skupina patogennich E. coli zatim nema jednotné oznaceni v ¢eském jazyce.

o v s s v v . = PN v [22
Vyvolavéa onemocnéni zejména u skotu, pro ¢loveéka je patogenni jen ptilezitostné. [22]

2.3.6 Enteroagregativni E. coli —- EAEC

Vyvolavaji dlouhodobé prijmy zejména u déti, onemocnéni probihd obvykle bez

hore¢natych stavi.[?
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Minimalni infekéni davka se odhaduji EPEC 10° — 10", ETEC 10° — 10%, EIEC
10° — 10°, EHEC 10% — 10% bun&k. Nékteré kmeny EEC pfi kultivaci v tekutych médiich
nebo v mléce vylucuji toxiny do prostfedi a mohou tedy kromé infekci zpisobovat

i alimentarni intoxikace.[®!

2.3.7 Escherichia coli O157

Vétsina bakterii E. coli, které se nachazeji ve stievech, je neskodnych, avsak E. coli
0157 je pti¢inou zavaznych onemocnéni, ¢asto se smrtelnymi nasledky (zejména u mlad-
Sich déti nebo starSich lidi). Pfiznaky jsou rizné, od vodnatého prijmu, ptfes zvraceni
a bolesti bicha az po svétle ¢erveny krvavy prijjem a bolestivé kiece v bfise (obvykle bez
piiznakt horecky). U 30 % nemocnych se vyvine tzv. hemolyticky-uremicky syndrom.
Ten se obvykle objevuje u malych déti, u kterych je E. coli O157 jednim z hlavnich davo-
dii selhavani funkce ledvin. Umrtnost je od 1 % do 5 %, pokud epidemie zasahne rizikovou
skupinu obyvatel (star$i lidi) mize byt tento pomér dokonce mnohem vétsi. Pocatecni pro-
jevy onemocnéni se objevuji mezi jednim az 14 dny, primérné vSak za 3 az 4 dny. Nemoc
obvykle trva dva tydny, ovSem za piedpokladu, Ze nevzniknou dal$i komplikace (naptiklad

HUS). Z vykali dospélych se vytrati za n€kolik dni.

Ackoliv se E. coli O157 mlze rozmnoZovat v potravinach, jeji infek¢éni davka je
velice nizka, okolo 100 bakterii. Infekce vznikd konzumaci kontaminovanych potravin,
pitné vody, pfenosem mezi lidmi a ptimym kontaktem zejména s domacimi zvitaty a jejich
fekaliemi, poptipadé kontaktem s riizné znecisténymi pfedméty. Hlavnim potravinovym
vehikulem je nedostate¢né tepelné upravené maso, zejména karbanatky, hamburgery, dale
pak kontaminované vafené maso, zelenina hnojena zivo¢isnou mrvou a neumyté kontami-
nované ovoce. Mezi dalsi potravinové zdroje patii syrové mléko, syr z nepasterovaného
mléka a jablecny dzus. Diky nizké infekéni davce je pravdépodobné, ze kiizova kontami-
nace mezi potravinami pfipravenymi k pfimému pouziti a syrovym masem, skon¢i one-
mocnénim. Hlavnim zasobnikem E. coli O157 je Zaludek a stfevni trakt dobytka a nékdy
i ovci. Prezivaji a mnozi se v n€kterych potravinach pii pokojové teploté, pii teplotach

4 °C miize jejich poget klesat. Jsou zniceny b&nym tepelnym opracovanim. [ [} [21]

Napiiklad ve Spojenych statech americkych Food and Drug Administration vydala
varovani, aby dukladné tepeln¢ zpracovali maso na hamburgery a doporucila zvySeni tep-
loty pro hamburgery na 86,1 °C. Nedostateéné tepelné zpracované hamburgery nejsou po-

v ’ v s v r v 7 r r v r [13
vazovany za bezpetné a uZ nebudou dostupné v zadném rychlém ob&erstveni.!**]
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Obr. 1. Escherichia coli 0157:H7 8
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3 VYROBA KONDENZOVANE SLAZENE SMETANY

Schéma vvroby

I 1. Svoz syrového mléka

‘ Nerezové autocisterny

l

2. Prijem mléka — syrové mléko

l

3. Uskladnéni syrového mléka v ischovnych tancich

Uschovné nerezové tanky

l

4. Odstied’ovani syrového mléka

Odstfedivka Alfa-Laval

l

ledovavoda —>

5. Chlazeni odstiredéného mléka

Deskovy chladic¢

l

para —>

6. Pasterace smetany syrového mléka

Deskovy paster

l

I 7. Standardizace

‘ Nerezové standardizacni tanky

l

para —>

8. Pasterace

Kontinualni odparka

l

para —>
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9. Predhustovani

l

10. Homogenizace

Homogenizator APV, STORK

Sito

l

11. Pitna voda

l

12. Rozpusténi cukru

Duplikdtor SONP

l

para —>

13 Pasterace cukerného sirupu

Duplikdtor SONP

Sito

l

para —>

14. Dohustovani

Diskontinualni odparka

l

vzduch —

15. Laktoza

Mlynek ttistivy Alpine

l

ledova voda —

16. Chlazeni, krystalizace

Krystalizatory SONP

l

17. Skladovani zahu$téné slazené smetany

Nerezové skladovaci tanky

Sito
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l

18. PInéni

Tubovac¢ka Norden

l

19. Baleni — kontrola

Tubovacka Norden

l

20. Skladovani vyrobku

l

21. Expedice hotovych vyrobkit

3.1 Suroviny pro vyrobu zahu$téné slazené smetany

Pro vyrobu zahusténé slazené smetany se pouZzivaji Ctyfi zékladni suroviny:
Syrové kravské mléko (dle CSN 570529)

Smetana (dle CSN 570660)

Rafinovany cukr (dle CSN 565720)

Rafinovana laktéza (dle PN 571502 PML Novy Bydzov) 2]
3.2 Prijem syrového mléka

3.2.1 Prijem syrového mléka

Z biologického hlediska se nékolikrat mési¢né sleduje pfitomnost mikroorganizmil.
Stanovuje se CPM (celkovy pocet mikroorganizmi), SB (somatické buniky). Z fyzikalniho
hlediska se sleduje vniknuti mechanické necistoty vizualni kontrolou. Pfi pfijmu syrového
mléka je nutny odbér vzork pro provozni laboratof. Sleduje se z chemického hlediska
ptitomnost RIL (rezidua inhibi¢nich latek). Ve vysledku musi byt RIL negativni. Z ode-
braného vzorku se dale v laboratofi Stanovuje tuk v mléce butyrometricky (minimalné
3,6 %), specifickda hmotnost hustomérem (minimaln¢ 28 °L), kyselost metodou Soxhlet-

-Henkela (minimalné 6,2 SH, maximalné 7,8 SH). [12]
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3.2.2 Uskladnéni syrového mléka v uschovnych tancich

Uschovné tanky jsou z nerezové oceli, jejich objem se pohybuje v desitkach tisic li-
tri. Mléko se uskladnuje na dobu maximaln¢€ 24 hodin pfi teploté 8 °C. Opét se odebere
vzorek mléka k mikrobiologickému rozboru na stanoveni CPM (max. 1000 v 1 ml)

a enterokokt (max. 50 v 1 ml).

3.2.3 Odstred’ovani a chlazeni syrového mléka

Syrové mléko zahiejeme na teplotu 55 az 65 °C a odstfedime. Odstiedéné mléko
zchladime na teplotu 8 °C a uskladnime maximalné€ na dobu 24 hodin. Chlazen¢ mléko se

piecerpava do standardiza¢nich tankii pro dalsi pouziti.

3.2.4 Pasterace smetany

Ziskana smetana po odstfedéni mléka se pasteruje na deskovém pasteru pfti teplote
93 °C za dodrZeni pasteracni doby 10 sekund. Pasteraci se ma sniZit celkovy pocet mikro-
organismi v mléce, zni¢it v§echny patogenni zarodky a zneskodnit enzymy, které by moh-
ly byt pfi¢inou biochemickych zmén slazené kondenzované smetany. Pasterovana smetana
se chladi na teplotu 8 °C a uskladni maximaln€ na 24 hodin. Opét se odebere vzorek pro
provozni laboratof. Stanovuje se tuk butyrometricky (hodnota podle potieby), stanovuje se
kyselost metodou Soxhlet-Henkela (minimalné 4,2 SH, maximalné¢ 6 SH). K mikrobiolo-
gickému rozboru na stanoveni CPM (max. 10° v 1 ml) a koliformnich bakterii (max. 50 v 1
ml).[!

3.2.5 Standardizace

Pro standardizaci se pouZivaji nerezové standardizani tanky. Standardizace
se provadi pfidanim odstiedéného mléka do syrového nebo syrového mléka do smetany na

f DAt YT A e Koo g : . . 12
ziskani potfebné tucnosti standardizovaného mléka nebo smetany. [12]

3.3 Vlastni vyroba zahuSténé slazené smetany

3.3.1 Pasterace a predhust'ovani

Pasterace se provadi v kontinualni odparce Holvrieka pfi teploté 115 °C za dodrze-
ni pastera¢ni doby 65 sekund. Jednou za tfi mésice se provadi kontrola — spady ovzdusi

a zjist'uje se pritomnost mikroorganismu (stanoveni CPM, plisni a kvasinek). V kontinual-
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ni odparce Holvrieka probiha i pfedhustovani, které do jisté miry miZze ovlivnit kvalitu

vyrobku.

3.3.2 Homogenizace

Piedhusténé mléko se piecerpa do diskontinualni odparky a nasledné do homogeni-
zatoru. Homogenizace probiha pfi ur¢itém homogeniza¢nim tlaku, ktery rovnéz ovliviiuje

kvalitu vyrobku.

3.3.3 Pitna voda

Pro ptipravu cukerného sirupu je nutnd nezavadnd pitnd voda, nebot” hrozi konta-
minace mléka mikroorganizmy z vody. Je nezbytné pravidelné provadét mikrobiologicky
rozbor pitné vody. Stanovuje se pocet enterokokli (max. 0 ve 100 ml), pocet koliformnich
bakterii (max. 0 ve 100 ml), dale pocet mezofilnich bakterii (max. 20 v 1 ml) a pocet

psychrofilnich bakterii (max. 200 v 1 ml). [12]

3.3.4 Rozpousténi cukru

Nejprve se provede kontrola kvality cukru na pfitomnost mikroorganizmu — Kkoli-
formnich bakterii (max. negativni v 1 g). V duplikatoru SONP se v pitné vod¢é rozpousti
pozadované mnozstvi cukru za vzniku cukerného sirupu. Mnozstvi pfidaného cukru (sa-

chardzy) se voli tak, aby bylo dosaZzeno tzv. ,,cukerného poméru®, koncentrace sacharozy

ve vodé vyrobku, 60,5 — 64,5 %.

3.3.5 Pasterace cukerného sirupu

Pasterace probihad v duplikdtoru SONP pfii pastera¢ni teploté¢ 105 °C za dodrzeni
pasteracni doby minimélné 30 minut. Déle se cukerny sirup ptecerpava do odparky. Pii-
davkem cukerného sirupu se zvysi osmoticky tlak ve slazené kondenzované smetan¢ a tim

. , o v , . . o [4
se omezi, az zastavi rist nékterych mikroorganizmd. 4

3.3.6 Dohustovani

Dohust'ovani ptipravené¢ho polotovaru probiha v diskontinudlni odparce na obsah
suSiny (min. 75 %). Provadi se odbér kontrolniho vzorku na stanoveni tuku (23 %) a suSiny

(76 %).
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3.3.7 Laktoza

Nejprve se provede kontrola kvality laktézy na pfitomnost mikroorganizmi — koli-
formnich bakterii (max. negativni v 1 g). Lakt6za se mele na tfistivém mlynku Alpine.
Pozadované mnozstvi laktdzy se navazi pro ptipravu koncentratu laktozy. Pii piipravé to-
hoto koncentratu je nutné dodrzet teplotu 28 °C. Tato teplota musi byt dodrzena i pii zaoc-

kovani v krystalizatoru. [12]

3.3.8 Chlazeni, krystalizace

Polotovar se vychladi na teplotu 24 °C a za stdlého michani se udrzuje pii této tep-
lot¢ 45 az 60 minut. Tim se podpofi rychla krystalizace laktozy v krystalizatoru SOPN

a krystaly jsou potom velmi jemné, na jazyku nerozpoznatelné. 4

3.3.9 Skladovani zahuSténé slazené smetany

Zahusténa slazena smetana se z krystalizatoru precerpa do skladovacich tanki TUS
25, které jsou nerezové o objemu 25000 1. Doba skladovani je maximalné 48 hodin. Ze
skladovacich tankti se odebira vzorek slazené smetany k mikrobiologickym rozbortim, tj.
stanoveni CPM (max. 10000 v 1 g), stanoveni koliformnich bakterii (max. 0 v 1 Q)

a stanoveni plisni a kvasinek (max. 50 v 1g).

3.3.10 Plnéni

Zahusténa slazend smetana se plni do tub na tubovacce Norden 2002, ktera se musi
pfipravit. Musi se provést sefizeni data, dezinfekce a CiSténi tubovacky. Po naplnéni se
provadi vizualni kontrola tub — kontrola spravnosti data, hmotnosti obsahu tuby (75 g),

zavéru tuby, Cistoty tuby a kontrola teploty smetany (25 °C).

3.3.11 Baleni — kontrola

Z tubovacky Norden se tuby skupinové bali do kartonovych krabic, které se davaji
na palety. Vizualn¢ se provede kontrola Gplnosti kartonové krabice a palety. Tomu ovSiem
ptedchézi odbér a rozbor vzorku (hotového vyrobku) pro provozni laboratot. Mikrobiolo-
gickym rozborem se stanovi CPM (max. 10000 v 1 g), koliformni bakterie (max. 0 v 1 g),
plisn¢ a kvasinky (max. 50 v 1 g). Dale se stanovi kyselost metodou Soxhlet-Henkela
(8 SH), susina (76 %) a tuk (23 %).*?
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3.3.12 Skladovani vyrobkii

Hotové vyrobky se na paletach skladuji maximalné jednu tfetinu zarucni lhiity, coz

odpovida 40 dniim pfti skladovaci teploté maximalné 24 °C.

3.3.13 Expedice hotovych vyrobkii

Po uvolnéni vyrobkl a vystupni kontrole se produkt expeduje. Je nutné dodrzet ja-

kostni pozadavky, zkontrolovat Gplnost a kvalitu baleni (shoda s dodacim listem) a vystavit

pravodni dokumenty. [12]
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4 MIKROBIOLOGIE ZAHUSTENYCH MLECNYCH VYROBKU

Mikrobiologie téchto vyrobki je pomérné jednoduchd, protoze se pfi jejich vyrobé
nikde nevyuziva Cinnosti bakterii. VSechny technologické postupy sleduji niceni vSech
druhti bakterii a pro bakterie, které by tyto zasahy piezily, se vytvareji neptiznivé zivotni

’ Y v vror r . v ;7 [3
podminky. Proto se zvySenou mérou pouziva vysoké pasterace, sterilace a zahugtovani.l’!

4.1 Mikrobiologie slazeného kondenzovaného mléka, smetany

Slazené kondenzované mléko lze vyrabét pouze tehdy, jsou-li splnény nékteré di-
lezité podminky. Vychozi surovina — mléko — musi byt bezvadna z hlediska chuti i mikro-
biologického hlediska. Nejvhodnéjsi je mléko z oblasti pastevnich, kde se nezkrmuji ved-
lejsi produkty zemédélského primyslu nepfiznivé ovliviiujici chut’ a mikrobiologickou
jakost mléka. Mléko pouzité k vyrobé kondenzovaného slazeného mléka musi byt Cers-

tye. [

Dalsim dualezitym cinitelem, ktery ma vliv na jakost a trvanlivost vyrobku, je teplo-
ta pouzitd pti predehiivani mléka. Teplotami dosahujicimi 88 az 96 °C, popiipad¢ dlouho-
dobou pasteraci, maji byt bezpecné zniceni vSichni patogenni mikroby 1 zni¢ena vétSina
technicky Skodlivych vegetativnich bun¢k. Naproti tomu nékteré termorezistentni zdrodky
a spiralujici bacily pfedehiivani mléka pieZivaji a ve slazeném kondenzovaném mléce pak

mohou byt ptivodci riiznych zavad. 4

Trvanlivost vyrobku zavisi krom¢ pasteratniho zahtevu na koncentraci ptidaného
cukru. Pridavek cukru plsobi konzervacné tim, Ze se zvySuje osmoticky tlak. Tim se vy-
tvari pro mikroby prostedi fyziologicky suché (anabidza). Pti zahustovani se piipousti

roztok fepného cukru (celkova susina 73,2 %, 30 — 31 % mlécné susiny). 3]

Ackoli je osmoticky tlak zna¢né vysoky, obsahuje slazené¢ kondenzované mléko
nekteré mikroorganizmy, které hypertonické prostfedi sndseji, nebo se mu ptizpusobuji.
U takovychto pfizplisobenych mikroorganizml nenastdva plasmolyza a mikroby se zde
udrzi v Zivém stavu nékolik mésict, az n€kolik rokl. Byvaji to MO, které ptezily pfedehii-
vani 1 zahustovani mléka, poptipadé se do zahusténého slazeného mléka dostaly dodatecné

pfi chlazeni nebo pii plnéni plechovek, pfipadné tub. 4

Z MO, kter¢ byly ve slazeném kondenzovaném mléce nalezeny a mnohé mohly byt
puvodcem riznych jeho vad, 1ze uvést rizné druhy, napt. sarcin, bakterie rodu Proteus,

Str. faecalis, Str. albus, rody Escherichia a Aerobacter, sporulaty, mikrokoky a termofily,
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dale nekteré druhy nepravych kvasinek a plisni rodu Aspergillus. Celkovy pocet vSak byva
velmi nizky, od 100 do 10 000 bungk. !

4.2 Mikrobialni vady

K nejcastéji se vyskytujicim vaddm zplsobenym cinnosti mikroorganizmi patii
tvorba plynu zpusobujiciho bombaZze. Dale houstnuti mléka za vzniku nenormalni chuti
a vuné je zpusobeno mikrobem Micrococcus freudenreichii. Tvorbu tzv. knoflikovych
hnizd na povrchu nebo u stén plechovky zptsobuji plisné¢ Aspergillus glaucus. Kvasinky
davaji kvasni¢nou nebo ovocnou prichut’. Mezi dalsi vady patii ovocna viné, plesniva

vuné, Zluklost, zkysnuti atd. 3]

4.2.1 Tvorba plynu (bombéazZe)

Pricinou bombézi ve slazeném kondenzovaném mléce, obsahujicim 40 % sacharo-
sy, mohou byt kromé jiného i bakterie Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, ale i spira-
lujicimi kvasinkami Tor. lactis condensi. Je-li pivodcem této vady Aerobacter aerogenes,
jsou bombaze velmi silné. Mléko z takovychto krabic ma vysokou kyselost a byva vlocko-
vité vysrazené. Vyssi procento cukru, nad 40 % jiz siln€¢ omezuje rist bakterie Aerobacter

aerogenes. Zdrojem kontaminace byvaji Casto mouchy a dochazi k ni pfi plnéni krabic.

Posuzuje-li se tepelna odolnost bakterii zpusobujicich bombaze, je patrné, ze jejich
tepelnd odolnost je tak mala, Ze nemohou piezit teploty pouzivané pii vyrobnim procesu.
Proto je tfeba hledat zdroje kontaminace slazeného kondenzovaného mléka hlavné az po
predehtivani. Kontaminace bakteriemi Escherichia coli a Aerobacter aerogenes nastava

hlavng u plnicky.
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5 MOZNOSTI ZDROJU A VYSKYTU KOLIFORMNICH BAKTERII

5.1 Zdroje kontaminace mléka

Hovézi dobytek je zfejmée hlavnim rezervoarem EHEC v prvovyrobé. V riznych te-
rénnich priazkumech 3 az 30 % ze stolice zdravého skotu (telata, kravy, buvoli) obsahovalo
E. coli O157 : H7, ale i jiné verotoxigenni sérotypy. E. coli O157 : H7 byla také izolovana
ze stolice zdravych dojnic, jejichz mléko zptisobilo u konzumentti vyskyt dyzentérii prova-

zenych uremicko-hemorrhagickym syndromem.

Epidemiologicky cyklus kmentt EHEC v prostfedi prvovyroby je obdobny cyklu
salmonel. Zvifeci bacilonosi¢i i onemocnéld zvifata kontaminuji prostfedi, v némz se
E. coli ve vhodnych lokalitach (voda, krmiva, hnojena ptida, hntyj) dale saprofyticky po-
mnozuje. Z téchto zdroju pak infikuje dalsi zvirata. Mléko mize byt pii dojeni kontamino-
vano z vemen zne€iSténych hnojem infikovanym EHEC nebo i pfimym vylu¢ovanim bak-

terii do mléka z mastitid, zpiisobovanych E. coli.

Ostatni typy EEC — EPEC, EIEC, lidsky biotop ETEC — mohou infikovat mléko pti
ruénim dojeni nebo pii manipulaci s mlékem. Mléko miize byt kontaminovano EEC také

z infikované vody, ktera je pro tyto bakterie dillezitym prostiedkem pienosu infekce.

Také v prostiedi vyrobnich zavodi je voda a bacilonosi¢i hlavni pfi¢inou kontami-

nace vyrobkt kmeny EEC.

5.2 Zdroje kontaminace pri vyrobé zahusténé slazené smetany

Ve vyrobnim prostfedi a béhem vyroby se pii patogenni kontaminaci uplatiiuje také
clovek, jako trvaly hostitel nebo bacilonosi¢ nékterych patogennich bakterii (patogenni

druhy enterobakterii).[G]

Pokud je syrové mléko ndhodné kontaminované koliformnimi bakteriemi, pasteraci

se tyto bakterie znici.

K opétovné kontaminaci by mohlo dojit pfi:

» precerpavani prehusténého mléka do diskontinudlni odparky pii ndhodném vniknuti
mechanickych necistot
» precerpavani cukerného sirupu do odparky pii nahodném vniknuti mechanickych ne-

¢istot
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» mleti laktozy

» nedokonalém myti krystalizatoru — zbytky mléka na sténach nebo vniknuti mechanic-
kych necistot vyvolaji pomnozeni koliformnich bakterii

» preCerpani zahusténé slazené smetany z krystalizatoru do skladovacich tankt pii na-
hodném vniknuti mechanickych necistot

» nedostatecném vycisténi skladovacich tanka

A\

plnéni — nedokonala Cistota tubovacky a plniciho zafizeni

> rekontaminaci tub
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6 HODNOCENI KVALITY ZAHUSTENYCH SLAZENYCH
MLECNYCH VYROBKU

Zahusténé slazené mlécné vyrobky maji prodlouzenou trvanlivost, jsou uréeny pro

piimou spotfebu a primyslové zpracovani.

6.1 Odbér vzorku

Odebira se neoteviené baleni v takovém poctu, aby celkova hmotnost byla nejméné
150 g. Pii brani vzorkl zahusténého slazeného mléka z velkospotiebitelskych oball je nut-
né obsah dokonale promichat kovovym michadlem tak, aby se promisila i vrstva ulpéla na
sténé obalu, ktera Casto miva odliSné slozeni. Vzorek se nabira ¢istou, suchou nabérackou

Vv mnozstvi nejméné 250 g, u cisteren nejméné 500 g.

6.2 Priprava vzorku k rozboru

Neotevieny obal ¢i vzorkovnice se u neslazeného zahusténého mléka nékolikrat
protiepe a pievraci. Pak se otevie a vyrobek se opakované pieléva, aby se zjistilo, Ze 1 na
sténach a dné ulpé€lé usazeniny se homogenné rozmichaji. U slazeného zahusténého mléka
se micha Spachtli tak, aby byly zasaZzeny horni 1 dolni vrstvy. Vyrobky v tubach se vytlaci
do prachovnice, tuba se podéln¢€ roziizne a obsah se co nejuplnéji pievede do uzaviratelné

vzorkovnice.

6.3 Smyslové zkouSeni

Déle jsou uvedeny pozadavky na smyslové vlastnosti, kterym musi tyto vyrobky
vyhovovat. Pfi smyslovém zkouSeni se posuzuje barva, konzistence, chut’ a viin€ u vSech
vyrobkll v plivodnim stavu a musi dosdhnout charakteristiky uvedené v tabulce (viz. niZe).
Z ptichazejicich odchylnych smyslovych vlastnosti se jedna zejména o nasledujici odchyl-
ky:

a) barva: nahnédla, Seda, ojedinéle bilé napalené kousky, az hnéda, nestejnoroda

b) konzistence: vlockovita, moucnata, piscitd, usazeniny na dng, silné oddéleny tuk,
kousky

C) chut’ a vané: karamelova, nahotkla, pfipalend, zatuchld, zlukla, po plisnich

a chemikaliich
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Tab. 3. Smyslové pozadavky na zahu§téné mlécné vyrobky

Zahusténé slazené vyrobky

Barva bila s lehce smetanovym nadechem, stejnoroda

Konzistence pti 20 °C | hladka, viskézni, stejnoroda, mirny sediment neni na zavadu

Chut’ a vin¢ piijemné mlécna, sladka az mirn€ Skrablava, s ptichuti po pasteraci

6.4 Fyzikalné chemické vySetireni

Tab. 4. Nékteré fyzikalni a chemické pozadavky (primérné slozeni v procentech)

Druh voda tuk | bilkoviny laktoza sacharoza
Zahus$téné slazené mléko 25 9,1 8,7 12,1 43,2
Zahusténa slazena smetana 24 23 5,3 6,5 40

6.5 Mikrobiologické vySetieni
a) odbér vzorka:

e odebira se celé spotiebitelské baleni

b) priprava vzorku k rozboru:

e plechovka se v misté otvirani otfe vatou namocenou v etanolu a osusi
e pokud je plechovka opatfena papirovou etiketou, odstrani se
e pred otevienim se obsah dikladné promicha

C) viastni rozbor:

e uslazenych zahusténych mléénych vyrobki se stanovuji mezofilni mikroby aerobni
a fakultativné anaerobni, koliformni bakterie, Salmonella, Staphylococcus aureus,

osmofilni kvasinky a plisné

6.6 Termostatova zkouska

Termostatova zkouska slouZzi k posouzeni vzniku vad, které mohou nastat pomno-
zenim mikrofléry pfitomné ve vyrobku. Pokud neni piedepsano jinak, provadi se termosta-

tova zkouska ulozenim do termostatu na 35 — 37 °C na 14 dnt.[”)
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II. PRAKTICKA CAST
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7 KULTIVACNI VYSETRENI

Kultivaéni vySetfeni mize mit charakter kvalitativni, kvantitativni, pifipadné¢ kom-

binovany. Timto vySetfenim se zjiSt'uji jen zivotaschopné mikroorganismy.

Pii kultivacnim vySetfeni se jako jednotky (jedna kolonie) mize né€kdy projevit
nejen jedna samostatnad zivotaschopna bunka ve zkouseném vzorku, ale i nékolik bunék,
které jsou vazany na spolecnou castecku vzorku nebo se nahodné ocitly po naockovani
Vv zivné pud¢ v takové blizkosti, ze jejich potomstvo vytvofilo dohromady spole¢nou kolo-
nii. Také biologickd seskupeni (fetizky, tetrady apod.) a ndhodné shluky slozené z vice

buné¢k davaji vzniknout jediné kolonii.

Vysledek je ovlivnén kultivaénimi podminkami — sloZenim zivné pidy, jejim pH,

kultivaéni teplotou, pfistupem vzdusného kysliku, délkou kultivace apod.

Zpusob kultiva¢niho vySetteni zalezi na tom, je-li jeho cilem zjistit kvantitativni
hodnoty, tj. poc¢et mikroorganismii v daném vzorku, nebo prokazat pritomnost urcitych
druhil ¢i skupin mikroorganismi bez ohledu na jejich mnoZzstvi, nebo urcit izolovany ne-

znamy kmen mikroorganizma.

V prvnim ptipad¢ je tieba zabezpecit, aby nenastaly zadné zmény, které by mohly
pted zpracovanim a béhem zpracovani ovlivnit obsah mikroorganizmu ve vzorku. Pfi roz-
boru se pouzivaji co nejspolehlivéjsi kvantitativni metody. Takovy rozbor mé charakter
skupinového stanoveni, to znamend, ze se zjiStuje pocet bunck urcité fyziologické nebo
taxonomické skupiny mikroorganizmil. Vyuziva se pfevazné selektivnich, selektivné dia-

gnostickych a kolektivnich ptd.

Ve druhém piipad¢ je nutno vysetfit co nejveétsi mnozstvi vzorku. Pouzivaji se na-
hromad’ovaci a pomnoZovaci metody umoziujici prokazat i ojedinélé bunky hledanych
druhtt mikroorganizmii. Toto stanoveni ma povahu kvalitativni a vyzaduje citlivé diagnos-
tické a selektivné diagnostické pidy.

Ve tfetim ptipad¢ se zjiStuji biochemické vlastnosti izolovanych mikrobu kultivaci

v fad¢ diagnostickych ptd. Stanoveni ma vyslovené kvalitativni charakter. [11]
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7.1 Metody zpracovani

K mikrobiologickému rozboru jsem pouzil plotnovou metodu pro stanoveni poctu
koliformnich bakterii. Jedna se o kultivaéni metodu na zivné pidé Chromocult. Pfi stano-

veni koliformnich bakterii jsem se ¥idil CSN/ISO 4832.

Touto normou se nahrazuje CSN 560085. Zmény proti pfedchozi normé: zavadi se

pouze jedna kultivacni pida, umoznuje se volba teploty podle ucelu rozboru (technologie

nebo zdravotni nezavislost), méni se zplisob vypoctu a vyjadieni vysledka. [19]
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8 STANOVENI KOLIFORMNICH BAKTERII V ZAHUSTENE
SLAZENE SMETANE

8.1 Priprava suspenze koliformnich bakterii

Nejprve byly pomnozeny bakterie E. coli a En. aerogenes v n¢kolika zkumavkach
se Sikmym agarem (3 + 3 zkumavky). Dale byla pouzita McFarlandova stupnice k orien-
tacnimu urceni zakalu. Byl pfipraven zakal 2. stupné z obou bakterii za pouziti sterilni o¢-

kovaci klicky, tzn. Ze do fyziologického roztoku byly vpraveny tyto koliformni bakterie.

8.1.1 Stanoveni poctu koliformnich bakterii metodou roztéru

Podstatou této metody je, ze znamy objem suspenze (0,01 ml) se rozette sterilni oc-
kovaci jehlou na ohraniGenou plochu o obsahu 100 mm? specialniho podlozniho sklika.
Podlozni sklicko musi byt Cisté a odmasténé. Potom se tento roztér vysusi, fixuje se pla-
menem a obarvi methylenovou modii (5 minut). Dale opatrné oplachne vodou, ususi se
a mikroskopuje imerznim objektivem (stonasobné zvétSeni). Pocet bakterii na plose zorné-

ho pole se pfepocte na 1 ml suspenze.

8.1.2 Vypocet mnoZstvi bakterii v 1 ml suspenze

Vzhledem k tomu, Ze v zorném poli je velké mnozstvi bakterii, poCita se pouze

s 1/8 zorného pole.

Tab. 5. Pocet koliformnich bakterii v 1/8 zorného pole

zorné pole 1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10 %)

pocet bakterii | 192 | 234 | 175 | 332 | 10 | 8 | 192 | 267 | 27 | 432 | 1875

Celé zorné pole: 187,5 x 8 =1 500 (bakterii)

Pti tomto zvétSeni plocha zorného pole odpovida 0,0123 mm>.

Vypodet mnozstvi bakterii v 0,01 ml suspenze:

1 500 bakKterii ......o.ovveverevee.. 0,0123 mm?
X bakterii coooueeeeeeeeeeeeeieeeeannnnn, 100 mm?

X =12201626,02 bakterii
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Vypodet mnozstvi bakterii v 1 ml suspenze:

12201626,02 x 100 = 1,2 . 10° bakterii

8.1.3 Stanoveni po¢tu bakterii plotnovou metodou

Kultivace se provadi na zivné pidé VCZL (krystalova violet’, neutralni Gerven, Zlu-
Gové soli a laktdza). Z predpokladaného poctu bakterii (1,2 . 10%) se odvodi, Ze hlavni fe-
déni bude 107, Zao&kuje se 6., 7. a 8. fedéni pielivem Zivnou piidou VCZL. Kultivace pro-
biha pti 30 °C po dobu 24 hodin. Po kultivaci se vyberou Petriho misky obsahujici vice nez
10 a méné nez 150 kolonii. Pro stanoveni po¢tu N koliformnich bakterii v 1 ml suspenze se

pouzije nasledujici rovnice:

N = ¢
C(n+01-ny)-d @)

kde X C je soucet charakteristickych kolonii spo¢itanych na vybranych plotnach
Ny pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
N2 pocet ploten pouzitych pro vypocet ze druhého fedéni

d faktor fedéni (prvni pro vypocet pouZzité fedéni)

Touto metodou se stanovil pocet koliformnich bakterii 1.10%/ml.

8.2 Priprava vzorku €. 1 a vzorku ¢. 2

Nejprve byly ctyii kadinky o objemu 1 1 vysterilizovany v autoklavu. Do kazdé
z kadinek byl asepticky odtocen 1 kg zahusSténé slazené smetany z tubovacky Norden. Na-
plnéné kadinky byly opatfeny aluminiovou zatkou a odneseny do mikrobiologické labora-

tore.

Cilem bylo, aby ve vzorku ¢. 1 bylo fadové 10® koliformnich bakterii a ve vzorku
&. 2 tadové 107 koliformnich bakterii. Proto byly pfipraveny dve suspenze. Jedna s poctem
koliformnich bakterii 10° a druhou s poétem 10°. Ve vysledku bylo poté zjisténo, Ze v pfi-
pravenych suspenzich se nachdzelo 10krat az 100krat vice bakterii. Prvni dvé kadinky se
zahusténou slazenou smetanou byly oznaceny ¢islem 1 a do kazdé bylo odpipetovano 3 ml
inokula o koncentraci 10° koliformnich bakterii v 1 ml. Ob& kadinky byly dikladn& promi-

chany sterilni nerezovou ty¢inkou. Zbylé dvé kadinky se zahuSténou slazenou smetanou
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byly jednotlivé kontaminovany 3 ml inokula o koncentraci 10° koliformnich bakterii v 1 ml

a opét dikladné promichany sterilni nerezovou ty¢inkou.

PInéni kontaminované zahusténé smetany do jednotlivych tub

Cisté tuby byly oznaceny a naplnény tak, aby tuba se zahusténou slazenou smeta-
nou vazila 82,5 g, coz odpovidad normalni hmotnosti pii bézném plnéni tub. Naplnéné tu-
bicky byly asepticky uzavieny na tubovacce Norden 2002. Tubicky byly podle ¢isla vzor-

ku rozdé€leny do dvou kartonovych krabic a zavieny folii.

Vzorky se uchovavaji v laboratofi pii pokojové teploté. Kazdy treti den se provadi

kultivaéni vySetfeni. Hodnoty vySetieni se pribézné zaznamenavaji do laboratorniho deni-

ku.

8.3 Vlastni postup pri zpracovani vzorku
Laboratorni zpracovani vzorka se sklada z nékolika operaci:
1. otevirani obala vzorku
2. navazka (odméreni) mnoZstvi potifebného k vySeti‘eni
3. homogenizace
4. redéni
5. o¢kovani do Zivnych pid
6. kultivace

Doba od zapoceti ptipravy navazky vzorku a jeho fedéni do zapoceti inokulace ziv-
nych plid nesmi piesahnout 30 minut. Doba mezi ukon¢enim pfipravy inokula (vychozi
suspenze, fedéni) a okamzikem, kdy se inokulum pielévd piidou, nesmi piekrocit 15

min.

8.3.1 Otevirani obalu vzorku

Obal, v némz je vzorek ulozen, se musi otevfit takovym zptisobem, aby bylo mozno
odebrat navazku odpovidajici primérnym hodnotam celého vzorku a sou¢asné aby nemoh-
lo dojit ke kontaminaci. K otevieni byl pouzit ostry bodec, ktery byl, stejn¢ jako obal Je-

senky, potfen dezinfekénim roztokem a nasledné plamenem sterilovan.
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8.3.2 Navazka (odmérteni) vzorku

Ze vzorkd se musi odebrat navazka tak, aby v ni byly rovnomémé zastoupeny

vSechny slozky vzorku. Hmotnost vzorku je 10 g.

8.3.3 Homogenizace vzorku

Homogenizaci se rozumi rovnomérné rozptyleni mikroorganizmi do celého objemu
zkouseného vzorku nebo jeho fedéni. K ptipravé vychozi suspenze se pouzije 10 g zkuseb-
niho vzorku a ten se smisi s devitindsobnym mnozstvim fediciho roztoku. Redicim rozto-

kem je fyziologicky roztok s peptonem o pH 7, pfipadné destilovana voda. [11]

Homogenizace vzorku probiha v odmérné baice, ve které je devitinasobek destilo-
vané vody a u dna sterilizované sklenéné kuli¢ky. Batka je opatiena vatovou zatkou.

Krouzivym pohybem se obsah rozmicha — homogenizuje.

Nespravna nebo nedostate¢nd homogenizace mize zpusobit, ze v riznych ¢astech
vzorku (nebo fedéni vzorku) je nestejna koncentrace mikroorganizmt. To zpUsobi, Ze na
soubézné oc¢kovanych miskach vyrlstaji velmi rozdilné pocty kolonii. Obsahuje-li vzorek
po homogenizaci hrubé ¢astice, mohou po naockovani do Zivné plidy piekryvat vyrostlé

kolonie nebo naopak mohou byt pfi odecitani omylem povaZovany za kolonie.

8.3.4 Redéni vzorku

Ugelem fedéni je dosahnout takové koncentrace mikrobt v inokulu, aby se kolonie,
které narostou v naockovanych pudach, daly dobfe spocitat. Piili§ nizky i pfili§ vysoky
pocet kolonii mize byt pfi¢inou nespravného stanoveni. Pfi vysokém poctu jsou kolonie
drobné, husté nahluc¢ené. Mohou sristat, piekryvat se, vzdjemné se inhibovat apod. odeci-

tani je namahavé a snadno dochazi k chybam.

8.3.5 Oc¢kovani do zivné pudy

Pti oc¢kovani je tieba zvolit mnoZstvi inokula, stupen fedéni a zplisob o¢kovani. Pfi
ockovani agarovych piid prelivem se ockuje 1 ml vzorku nebo jeho fedéni. Pii o¢kovani
agarovych pud roztérem se na povrch ztuhlé ptidy rozetie 0,1 ml nebo 0,2 ml vzorku nebo
fedéni.

Stupeni fedéni se urcuje podle predpokladaného poctu mikroorganismi. Vychazi se
z piislusnych norem tak, aby se celkovy pocet koliformnich bakterii pohyboval 15 — 150

charakteristickych kolonii a u E. coli 15 — 150 charakteristickych kolonif. !
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U vzorku €. 1 bylo naockovano zpocatku 2., 3. a 4. fedéni. Pozdéji, kdyz klesl jejich

pocet, bylo naockovano 1., 2. a 3. fedéni.

U vzorku €. 2 bylo naockovéano zpocatku 1., 2. a 3. fedéni, pozdéji byla naoCkovana

pouze dvé fedéni — prvni a druhé. Tteti fedéni nebylo nutno oc¢kovat, protoze jiz bylo nega-

tivni.
|
|
1ml

90 ml dest.

vody se

klenéning . - .

i 2671 ¢ 2.8 3.4 4.5
9l fi=. 9wl fir=. 9 ml fy=
roztokn roztoku roztaln

Obr. 2. Redéni (1. - 4.) a o¢kovani zahu$téné slazené smetany

Zpusob ockovani

Ockovani prelivem do zivné pudy Chromocult. Sterilni pipetou se naockuje upra-
veny vzorek — 1. fedéni do dvou sterilnich Petriho misek. Do kazdé misky 1 ml inokula.
Inokulum v Petriho miskach se do 15 minut pielije rozpusténou agarovou pudou vytempe-
rovanou na 45 £+ 0,5 °C v mnozstvi 18 + 2 ml. Agarova ptida ma byt silna asi 4 mm. Nalita
puda se na pracovni desce stolu promicha krouzivymi pohyby po a proti sméru otaceni
hodinovych rucicek s inokulem, aby se mikroorganizmy dokonale rozptylily v celém ob-
jemu pudy. S promichanim je tfeba zacit ihned po naliti a skoncit se musi diive, nez za¢ne
puda rosolovatét. Po promichani se musi nechat misky s ptidou v klidu, dokud agarova

vrstva uplné neztuhne.
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Tento postup se opakuje s dalsimi fedénimi (2., 3., pfipadné 4. fedéni), vzdy s no-
vou sterilni pipetou pro kazdé fedéni. Sterilita piidy se ovétuje kontrolni plotnou, ktera se
nalije pfi zalivani inokula. Po Giplném ztuhnuti se povrch zao¢kované pudy pielije jesté cca
4 ml téze pudy o teploté (45 + 0,5) °C a neché se utuhnout. K mikrobiologickému stanove-

ni se pouzila primyslové vyrobena zivna ptida Chromocult.

8.3.6 Kultivace

Naockované Petriho misky se ukladaji do termostatu obracené dnem vzhtru. Rust
mikroorganizma v zivém prostfedi je ovlivnén hlavné teplotou, pfistupem kysliku a vlh-
kosti. Teplota je v termostatu udrzovdna automaticky na zvolené hodnoté 37 °C po dobu
24 hodin. Doba kultivace zalezi na stanovované skupin€¢ mikroorganizmi a pouzitém dru-
hu zivné pidy. Jestlize je nedostatecnd, byvaji kolonie pfili§ malé a mohou byt ptehlédnu-
ty. Pfili§ dlouha kultivace miize vést k preriistani a sriistani kolonii, k vysychdni pidy

a k nezadoucim zménam indikatorovych reakci v diagnostickych pudach.

8.3.7 Odecitani a hodnoceni vysledki

Po urc¢ené dob¢ inkubace se spocitaji charakteristické kolonie koliformnich bakterii.
Novy selektivni agar fy Merck Chromocult R Coliformen Agar umoziluje rozlisit kolonie
Escherichia coli, jinych koliformnich bakterii a jinych druhti enterobakterii na jedné plotné
podle rizného zbarveni kolonii. Kolonie Eschrichia coli jsou na tomto agaru tmavé fialo-
vomodré, kolonie ostatnich koliformnich bakterii ¢ervené a kolonie jinych enterobakterii

bezbarvé.

Zcela spolehlivé nelze koliformni bakterie rozdélit na rizikové, potencidlné pato-
genni ,,fekalni* koliformni a nepatogenni environmentalni (,,z prostfedi). V normé& pouzi-
vané inkubacni teploty 30 °C, 35 °C nebo 37 °C jsou jen optimalni pro rust jednotlivych
typtt (30 °C pro koliformni bakterie z prostiedi, 35-37 °C pro fekalni koliformni bakterie),
avsak oba typy jsou schopny rust i pfi supra- resp. sub- optimalnich teplotach, takze pii
zadné z uvedenych tii teplot nelze selektivné vykultivovat pouze jeden z obou typu koli-
formnich. Typ koliformnich bakterii vykultivovany pfti té které ze tfi uvedenych teplot mu-
ze spiSe zaviset na typu koliformnich, ktery pfevladd v analyzovaném vzorku neZ na kon-

krétni inkubaéni teploté. I (1]
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Vypocet
Pro vypocet se pouziji misky obsahujici méné nez 150 charakteristickych kolonii ve
dvou po sob¢ jdoucich tfedéni. Je tfeba, aby jedna z t€chto misek obsahovala alespon 15

charakteristickych kolonii.

Pocet N koliformnich bakterii na 1 gram vyrobku se vypocte podle nasledujici rov-

nice:

N = LC
(i +01-ny)-d )

kde X C jesoucet charakteristickych kolonii spo¢itanych na vybranych plotnach

Ny pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
n, pocet ploten pouzitych pro vypocet ze druhého fedéni
d faktor fedéni (prvni pro vypocet pouzité fedeéni)

Vysledek se vyjadii jako pocet koliformnich bakterii v 1 g vzorku.

8.4 Chromogenni zZivna pida
Pro stanoveni koliformnich bakterii pouZijeme pfedem ptipravené zivné pudy.

Chromogenni plotnova pida: kryptonovy agar se zlu¢ovymi solemi obsahujici ky-
selinu 5-bromo-4-chloro-3-indodyl-B-D-glukuronovou (ve zkratce TBA s BCIG, rovnéz se

uziva zkratka TBX za Tryptone Bile X-glucuronide medium).

Kultivacni ptida: agar s tryptonem, Zlucovymi solemi a glukuronidem (agar TBX)

SloZeni:

Enzymaticky natraveny kazein 209
Zluéové soli (purifikované) 15¢g
Kyselina 5-bromo-4-chloro-3-indodyl-p-D-glukuronova (BCIG) 0,075 g
Dimethyl sulfoxid (DMSO) 3ml
Agar 9az18¢g

Voda 1 000 ml
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Priprava kompletni ptudy:
Vsechny slozky zakladu pady spolu s roztokem BCIG v dimethyl sulfoxidu se roz-
pusti ve vod¢ za varu. Upravi se pH tak, aby po sterilaci jeho hodnota ¢inila 7,2 + 0,2 pfi

25 °C. sterilace v autoklavu s teplotou udrzovanou na 121 °C po dobu 15 min.

Sterilni médium rozpusténé a vychlazené na 50 °C se rozléva po 12 — 15 ml do ste-

rilnich PM, pokud se ockuje roztérem.
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9 POCET KOLIFORMNICH BAKTERII V ZAHUSTENE SLAZENE
SMETANE

9.1 Zpracovani vysledkii pro vzorek ¢. 1 do tabulky

Tab. 6. Prubéh sledovani koliformnich bakterii ve vzorku &. 1

Cas [den]| 1.PM | 2.PM | Redéni | En.aerogenes | E.coli | Poéet KTJ

1122 939 2. fedéni

3 67 73 3. fedéni 65500 4550 70 050
5 6 4. fedéni
438 418 2. fedéni

6 31 36 3. fedéni 33500 2150 35650
negativni 1 4. tedéni
330 - 2. fedéni

9 14 - 3. fedéni 14000 1000 15 000
3 - 4. tedéni
296 333 2. fedéni

12 234 222 3. fedéni 31500 350 31850
35 29 4. fedéni
229 216 2. fedéni

15 25 18 3. fedéni 21500 500 22 000
4 5 4. fedéni
371 441 2. fedéni

18 11 8 3. fedéni 9500 1500 11 000
1 negativni | 4. fedéni
115 125 2. fedéni

21 11 14 3. fedéni 10857 1200 12 057
negativni | negativni | 4. fedéni
68 69 2. fedéni

24 11 13 3. fedéni 5500 1350 6 850
negativni | negativni | 4. fedéni
77 32 2. fedéni

27 negativni | negativni | 3. fedéni 5450 0 5450
negativni | negativni | 4. fedéni
201 187 1. fedéni

30 9 10 2. fedéni 1800 100 1900
2 negativni | 3. fedéni
307 364 1. fedéni

33 23 27 2. fedéni 2400 100 2 500
2 3 3. fedéni
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Cas[den]| 1.PM | 2.PM | Redéni | En.aerogenes | E.coli |Poet KTJ
85 90 1. fedéni
36 1 1 2. fedéni 835 40 875
negativni | negativni | 3. fedéni
107 107 1. fedéni
39 3 3 2. fedéni 1045 25 1070
negativni | negativni | 3. fedéni
123 155 1. fedéni
42 negativni 9 2. fedéni 1350 40 1390
negativni 1 3. fedéni
14 27 1. fedéni
45 1 1 2. fedéni 195 10 205
negativni | negativni | 3. fedéni
25 34 1. fedéni
48 negativni | negativni | 2.fedéni 280 15 295
negativni | negativni | 3. fedéni
10 30 1. fedéni
51 negativni | negativni | 2.fedéni 185 15 200
negativni | negativni
30 43 1. fedéni
54 2 1 2. fedéni 270 95 365
negativni | negativni | 3. fedéni
34 39 1. fedéni
60 4 5 2. fedéni 350 15 365
negativni | negativni | 3. fedéni
33 27 1. fedéni
63 negativni | negativni | 2. fedéni 240 60 300
negativni | negativni | 3. fedéni
20 20 1. fedéni
66 1 3 2. fedéni 150 50 200
negativni | negativni | 3. fedéni
9 11 1. fedéni
72 2 negativni | 2. fedéni 95 5 100
negativni | negativni | 3. fedéni
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9.2 Grafické zpracovani vzorku ¢. 1

Vzorek ¢. 1

B Koliformni
bakterie

3 9 15 21 27 33 39 45 51 57 63 69
Cas [den]

Obr. 3. Graf zavislosti poc¢tu koliformnich bakterii v 1 g vzorku ¢. 1 na Case

Vzorek ¢. 1

70 000

60 000

50 000

N

1

40 000

MnozZstv

30 000

20000
B-En-aerogenes

10 000
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Obr. 4. Graf zavislosti poctu En. aerogenes v 1 g vzorku €. 1 na ¢ase
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Obr. 5. Graf zavislosti poctu Escherichia coli v 1 g vzorku ¢. 1 na Case
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9.3 Zpracovani vysledkii pro vzorek ¢. 2 do tabulky

Tab. 7. Prabéh sledovani koliformnich bakterii ve vzorku &. 2

Cas[den]| 1.PM | 2.PM Redéni | En. aerogenes | E.coli | Polet KTJ
532 1017 1. fedéni
3 107 110 2. fedéni 9750 473 10 223
5 6 3. fedéni
616 619 1. fedéni
6 68 58 2. fedéni 6200 357 6 557
2 2 3. fedéni
233 - 1. fedéni
9 31 - 2. fedéni 3100 80 3180
5 - 3. fedéni
500 341 1. fedéni
12 21 21 2. fedéni 2100 110 2210
4 3 3. fedéni
168 178 1. fedéni
15 28 24 2. fedéni 2600 80 2 680
1 5 3. fedéni
292 251 1. fedéni
18 19 32 2. fedéni 2350 170 2520
5 negativni 3. fedéni
298 180 1. fedéni
21 20 17 2. fedéni 1400 140 1540
negativni 1 3. fedéni
268 230 1. fedéni
24 11 16 2. fedéni 900 125 1025
negativni | negativni 3. fedéni
92 77 1. fedéni
27 6 7 2. fedéni 825 20 845
negativni 1 3. fedéni
54 63 1. fedéni
30 3 3 2. fedéni 575 10 585
negativni | negativni | 3. fedéni
17 17 1. fedéni
33 1 negativni | 2. fedéni 155 15 170
negativni | negativni | 3. fedéni
2 2 1. fedéni
36 negativni | negativni | 2. Tedéni 20 0 20
negativni | negativni 3. fedéni
negativni | negativni | 1. fedéni
39 negativni | negativni | 2. fedéni 0 0 0
negativni | negativni | 3. fedéni
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Cas[den]| 1.PM | 2.PM Redéni | En. aerogenes | E.coli | Poget KTJ
negativni | negativni | 1. fedéni
42 negativni | negativni | 2. fedéni 85 5 90
- - 3. fedéni
1 1 1. fedéni
45 negativni | negativni | 2. fedéni 0 10 10
1 negativni 1. fedéni
48 negativni | negativni | 2. fedéni 0 5 5
negativni | negativni 1. fedéni
51 negativni | negativni - 0 0 0
3 1 1. fedéni
54 negativni | negativni - 5 15 20
10 14 1. fedéni
60 2 negativni | 2.fedéni 110 10 120
negativni | negativni | 3. fedéni
1 2 1. fedéni
63 negativni | negativni - 0 15 15
7 10 1. fedéni
66 negativni | negativni | 2. fedéni 80 5 85
negativni | negativni 3. fedéni
1 negativni 1. fedéni
12 negativni | negativni | 2. fedéni 0 5 5
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9.4 Grafické zpracovani vzorku ¢. 2

MnoZstvi
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Obr. 6. Graf zavislosti po¢tu koliformnich bakterii v 1 g vzorku ¢. 2 na Case
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Obr. 7. Graf zavislosti poctu En. aerogenes v 1 g vzorku ¢. 2 na Case
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Vzorek €. 2
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Obr. 8. Graf zavislosti poctu Escherichia coli v 1 g vzorku ¢. 1 na Case
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ZAVER
Tak jako vSechny organizmy, tak i1 koliformni bakterie maji své optimalni Zivotni

podminky — vhodné pH, optimalni teplota, vodni aktivita, osmoticky tlak, aerobni a anae-

robni prostfedi, atd., pii kterych jsou Zivotaschopné a dokazou se rozmnozovat.

Cilem mé prace bylo zjistit chovani koliformnich bakterii v zahusténé slazené sme-
tané ,,Jesence®. Zjistil jsem, ze pH i teplota skladovani ,,Jesenky* je vhodnym prostiedim
pro koliformni bakterie. Hlavni vliv na Zivotaschopnost koliformnich bakterii ma vodni
aktivita, se kterou souvisi osmoticky tlak. Snizeni vodni aktivity a zvySeni osmotického
tlaku se docili pridanim uréitého mnozstvi sacharidi a zahusténim na odparce. Tim dojde
k velkému poklesu téchto bakterii v ,,Jesence”. Dalsim faktorem sniZeni poétu koliform-
nich bakterii v ,,Jesence je anaerobni prostfedi v uzavienych tubach. Koliformni bakterie

jsou fakultativné anaerobni, tzn. ze k Zivotu potiebuji castecné i kyslik.

Ve vzorcich (1. 1 2.) doslo nejprve k velmi rychlému poklesu, nasledné k ¢aste¢né-
mu piizpisobeni danému prostiedi a pozvolna az k vymizeni koliformnich bakterii, a to

| pfesto, ze jsem naockoval fadové 10x vEétsi mnozstvi téchto bakterii.

V praxi by se jenom tézko mohla ,,Jesenka“ kontaminovat tak velkym poétem téch-

to bakterii (jeding pfi nedodrzeni sanita¢nich postupi).

Pokles koliformnich bakterii ve vzorcich byl zavisly na ¢ase. Ve vzorku €. 1. doslo
k velkému ubytku bakterii v prvnich tfech tydnech a k vymizeni doslo zhruba za dva mési-
ce. Ve vzorku €. 2 doslo k velkému ubytku bakterii do deseti dnii od zao¢kovani, k Gplné-
mu vymizeni do péti tydni. Pozdé&ji se jesté objevilo malé mnozstvi téchto bakterii ve
vzorku, které bylo zpisobeno pravdépodobné nedokonalym rozmichanim inokula v zahus-

téné slazené smetané pfi piipraveé vzorki.

Jesenka se na paletach skladuji maximalné jednu tietinu zaru¢ni lhiity, coz odpovi-
da 40 dntim pfi skladovaci teploté¢ maximalné 24 °C. V ptipad¢ ndhodné kontaminace to-
hoto vyrobku koliformnimi bakteriemi je nutné skladovat oddélen¢ a sledovat jejich pocet.
V ptipadé vyskytu velmi malého mnozstvi koliformnich bakterii s klesajici tendenci lze dat

vyrobek do prodeje.
Z vysledku vyplyva, Ze jedinym dulezitym opatienim pro potlaceni vyskytu koli-
formnich bakterii je ptisné dodrZzovani sanita¢nich postupi pfi vyrob¢, baleni a skladovani

»Jesenky®. V praxi toto zabezpecuje tzv. HACCP systém. Zkratka z anglickych slov: ,,ha-
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zard analysis critical control points®. Tento systém piedstavuje novy pfistup ke kontrole
hygieny potravin. Jednak spociva v analyze nebezpeci poruseni zdravotni nebo hygienické
nezavadnosti urcitého potravinaiského vyrobku a potom ve vyhledavani a zabezpeCovani
tzv. kritickych bodi nejen v pribéhu technologického procesu, ale také i v dob¢ skladova-
ni, pfepravy a distribuce. Dilezitym rysem systému je jeho komplexnost, nebot’ zahrnuje
nejen zakladni technologicky postup, ale bere téz v tivahu zplsoby zachazeni a manipulace
S potravinaiskym vyrobkem po vlastnim ukonceni vyrobniho cyklu ¢i postupu. Kriticky
kontrolni bod (CCP) ptedstavuje postup nebo operace v procesu vyroby, distribuce a pro-
deje potravin, ve kterém je nejvyssi riziko poruseni zdravotni nezavadnosti potravin. CCP
predstavuji také mista nebo prostory, jsou soustavné kontrolovany a na nichz se uplatnuji

ochranna opatfeni k zamezeni, odstranéni nebo sniZeni nebezpeci na piijatelnou miru.

Konkrétné u Jesenky jsou stanoveny verifikacni (ovéfovaci) postupy pro dva kritic-
ké kontrolni body — pasterace standardizované smetany a pasterace cukerné¢ho sirupu. Kon-
trola téchto kritickych boda se provadi stanovenim CPM a koliformnich bakterii v zahus-

téné smetan¢ a cukerném sirupu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MO Mikroorganizmy

DNA Kyselina deoxyribonukleova
MID Minimalni infek¢éni davka
KTJ Kolonie tvorici jednotku

EEC Enterovirulentni E. coli
EPEC Enteropatogenni E. coli
ETEC Enterotoxigenni E. coli

EIEC Enteroinvazivni E. coli
EHEC  Enterohemoragické E. coli
A/EEC  Attaching and effacing E. coli
EAEC  Enteroagregativni E. coli
HUS Hemolyticky-uremicky syndrom

CPM Celkovy pocet mikroorganismu

SB Somatické bunky
RIL Rezidua inhibi¢nich latek
SH Soxhlet-Henkela

VCZL Krystalova violet’, neutralni erven, Zlucové soli a laktoza
DMSO  Dimethyl sulfoxid

BCIG Kyselina 5-bromo-4-chloro-3-indodyl-f-D-glukuronova
PM Petriho miska

aw Aktivita vody

HACCP Hazard analysis critical control points

CCP Kritické kontrolni body

CSN Ceské technické normy
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PRILOHA P I: POPIS VYROBKU

Nazev vyrobku:
Obchodni jméno:
Vyrobce:

Zpusob pouziti:

Vlastnosti vyrobku:

Zpisob baleni:

Skladovani:

Zahusténa slazend smetana
Jesenka 75 ¢

MIlékarna Hlinsko, s.r.o.
Ptima spotieba

Zahusténa slazena smetana s obsahem tuku 23 % a obsahem susiny
76%.

Smetana je homogenizovana, slazena pfidavkem sachardzy a plnéna
do hlinikovych tub.

Hlinikové tuby jsou na vnitini stran¢ lakované potravinaiskym la-
kem.

Tuby jsou zavirany strojn¢ zalozenim.
Primérné vyzivova energie ve 100 g vyrobku:
Energie: 1790 kJ/430 kcal

Bilkoviny: 5,3 g

Sacharéza: 44,2 g

Laktoza: 7,8 g

Tuk: 23 g

PN-HL-5-03

Hmotnost: tuba 75 g

Datum vyroby
Datum minimalni trvanlivosti: 3 mésice od data vyroby
Vyrobek je balen do hlinikovych tub s vnitini lakovou upravou,

s plastovymi uzavéry. Tuby jsou ukladany po 48 kusech do lepenko-
vych krabic, které jsou piepaskovany polyetylénovou paskou
a ukladany na palety.

Skladovani pii teploté od 2 °C do 24 °C

Popis zpiisobu uZiti u spotiebitele:

- piima spotieba vSemi skupinami populace

- zahu$téna slazend smetana je vhodna do kdvy, ¢aje, na ptipravu sladkych tést a jako
poleva na lesni plody

- po otevieni ihned spotfebovat
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PRILOHA P IV: Escherichia coli
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