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ABSTRAKT

Mikrobiologicka jakost listové zeleniny je z hlediska zdravotni nezévadnosti jednou
relativni vlhkost vzduchu, slozeni atmosféry v obale, aktivita vody, sloZeni potraviny
ajiné. V prvni Casti diplomové prace byl sledovan celkovy pocet mikroorganizmu a dale
pak pocty jednotlivych skupin mikroorganizmii. ZvySené hodnoty poc¢tii mikroorganizmui
mohly byt zpisobeny zejména dlouhou dobou piepravy, Spatnych podminkach
pfi skladovani a ptfepravé nebo hnojivem. Ve druhé ¢asti byly identifikovany jednotlivé
kmeny bakterii a kvasinek pomoci MALDI TOF-MS, které se vyskytovaly u listové
zeleniny. MALDI TOF-MS je metodou identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie,
kterd je zaloZena na rozdéleni nabitych castic podle jejich molekulovych hmotnosti
v elektrickém nebo magnetickém poli. Byly identifikovany vyznamné pocty patogennich
rodl jako Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella a podminéné patogenni bakterie rodu

Enterobacter a dalsi. Identifikovany byly i kmeny kvasinek z rodu Candida.

Kli¢ovéa slova: mikrobiologicka jakost, MALDI TOF-MS, listovd zelenina, bakterie,
kvasinky

ABSTRACT

The microbiological quality of leafy vegetables is one of the most important properties in
terms of health safety. Microorganisms are affected by many factors such as relative
humidity, the composition of the atmosphere in the packaging, activity of water, the
composition of foodstuff and others. In the first part of the diploma thesis, the total number
of the microorganisms was observed and further the number of individual groups of
microorganisms. The increased values of the number of microorganisms could be caused
particularly by a long time of transportation, not suitable storage and transport conditions,
or by fertilizers. In the second part, individual strains of bacteria and yeasts were identified
by MALDI TOF-MS, which occurred in leafy vegetables. MALDI TOF-MS is an
identification method by mass spectrometry, which is based on the distribution of charged
particles according to their molecular weights in an electric or magnetic field. Significant
numbers of pathogenic genera such as Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella and
conditionally pathogenic bacteria of the genus Enterobacter and others have been

identified. Yeast strains of the genus Candida have also been identified.

Keywords: microbiological quality, MALDI TOF-MS, leafy vegetables, bacteria, yeast
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UvVOD

Listova zelenina je celosvétové velmi pouzivanou a zdravi prospéSnou potravinou.
Tento druh zeleniny miize byt vSak 1 rizikovy pro lidské zdravi z hlediska obvyklé
konzumace v surovém stavu. Listovou zeleninu mulze ovliviiovat spousta faktord,
at’ uz vng¢jsich nebo vnitinich, a mohou byt tak podpoteny podminky pro rist nezadoucich
mikroorganizmt, at' uz se jednd o bakterie, kvasinky nebo plisn¢, které by mohly svou
metabolickou ¢innosti ovlivnit kvalitu a zdravotni nezavadnost potraviny. Mezi bakterie,
které se u zeleniny mohou vyskytovat, patii rody jako Bacillus, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Lactobacillus, Salmonella a Staphylococcus. Déle pak kvasinky rodu
Saccharomyces a Candida, plisné rodu Mucor, Fusarium a Penicillium.

V ramci udrZeni mikrobiologické jakosti listové zeleniny je potfeba dbat na dodrzovani
ur¢itych pravidel (napf. syst¢tm HACCP) pfi péstovani, sklizni, manipulaci a nasledném
skladovani, kde by mohlo dojit ke kontaminaci potraviny. Zaroven je dulezité, aby byly
dodrZzeny mikrobiologické limity pro jednotlivé skupiny mikroorganizmu, a to naptiklad
dle Naftizeni Komise ¢. 2073/2005/ES o mikrobiologickych kritériich pro potraviny.
Ulohou mikrobiologického testovani je sledovat a charakterizovat mikroorganizmy, které

jsou pritomné na urcitych typech potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROBIOLOGICKA JAKOST CERSTVYCH POTRAVIN

Jakost cerstvych potravin jakozto ovoce a zeleniny je soubor riznych fyzikalnich
a chemickych vlastnosti ve spojeni s pozadavky spotiebitele. V ramci hodnoceni jakosti je
potteba zohlednit charakter produktu, déale pak ale vnéjsi vlastnosti ovlivnéné
socioekonomickymi a marketingovymi faktory, které podmifiuji vnimani produktu

spottebitelem. [1]
Z hlediska mikrobiologické jakosti se mluvi o tfech aspektech [56]:

1. Bezpecnost — Potravina nesmi obsahovat takové mnozstvi patogenti a hladiny jejich

toxint, které by mohlo zptsobit onemocnéni pii konzumaci této potraviny.

2. Pfijatelnost/Doba pouZitelnosti — Potravina nesmi obsahovat mikroorganizmy, které

by béhem kratké doby mohly zménit jeji organoleptické vlastnosti.

3. Soulad (Jednota) — Potravina musi byt konzistentni kvality a zaroven musi byt

respektovany zasady bezpecnosti a skladovatelnosti.

1.1 SloZeni listové zeleniny

Listova zelenina je Siroce péstovana a celosvétoveé velmi pouzivana potravina. Nejvetsim
producentem je Cina, ktera produkuje zejména salaty jako napf. Lactuca sativa, Lactuca
var. Angustana, které se béZzn¢ nekonzumuji v USA nebo zapadni Evropé. V USA se salat
fadi mezi 3. nejvice konzumovanou zeleninu. SloZeni jednotlivych druhti listové zeleniny
se muze lisit slozenim zivin. Listova zelenina existuje v riznych barvach, velikostech,
tvarech a diky této rozmanitosti 1ze salaty seskupovat podle jejich typt. Typem je skupina
potravin, které jsou morfologicky podobné. Typ jde rozdé€lit dale na podtypy, které sdileji
vice morfologickych a genetickych podobnosti. Ackoli v prib¢hu let existovaly rtizné
klasifika¢ni systémy, neexistuje zadny standardizovany kvalifikacni systém. Vzhledem
k tomu, Ze se salat ve vétSin¢ ptipadi konzumuje syrovy, je vice zivin uchovavano
ve srovnani s jinymi druhy zeleniny, které se vafi, nebo jinak zpracovavaji

(napf. brambory). [13,14]

V posledni dobé se stile zvySuje prevalence obezity ve svété. Dieta a snizovani
kalorického pifijmu hraje zasadni roli pfi snizovani télesné hmotnosti a ke zlepSeni
zdravotniho stavu. Listova zelenina mliZe pozitivné pfispivat k redukci hmotnosti, jelikoz

ma nizky obsah tuku. [13]
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Listova zelenina obsahuje polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), které jsou dulezité
pro zdravi. Z omega-6 je to kyselina linolovéa a z omega-3 kyselina a-linolenova. Nazyvaji
se taktéz jako esencialni mastné kyseliny, které musi byt ziskdny ze stravy, nebot’ si je
lidsky organismus neni schopen tvofit. Napt. u dospélych jedincti je doporucenou denni
davkou pro kyselinu linolovou zhruba 500-900 mg/den. [13,15,16] Kyselina linolova ma
protizanétlivé ucinky, zvySuje hladiny nékterych lipidl v téle a vyuziva se pifi biosyntéze
kyseliny arachidonové. Kyselina o-linolenova snizuje  hladinu  cholesterolu
a triacylglyceroly v téle a snizuje tak riziko kardiovaskularnich onemocnéni a stejné jako

kyselina linolova ma i protizanétlivé ucinky. [17]

Listova zelenina je také dulezitym zdrojem vldkniny. Vldknina obsazena ve 100 g Cerstvé
listové zeleniny zaujima az 10 % doporuceného denniho piijmu. Doporuc¢eny denni piijem

vlakniny se pohybuje v rozmezi 21-38 g/den. [13, 18]

Lidsky organismus vyzaduje fadu dilezitych mineralnich latek jako je sodik a draslik,
které jsou nezbytné pro fadu metabolickych funkci. Tyto mineralni latky jsou soucasti
listové zeleniny. Doporucena denni drasliku je 2000 mg/den a sodiku 550-2400 mg/den.
[18]

Mezi dalsi obsazené mineralni latky patii fosfor a hoic¢ik. Obsahy fosforu a hoiciku se
urtiznych druht listové zeleniny li§i. Muze se tak dit kvili kulturnim podminkam,
vlastnostech piidy atd. Ve srovnani s ostatnimi druhy zeleniny jako je napf. penat, je
listova zelenina zanedbatelnym zdrojem fosforu a hot¢iku. Doporucené denni davky jsou
u fosforu 700 mg/den a u hot¢iku 420 mg/den. Pro veganskou stravu jsou obzvlast’ dilezité
mineralni latky jako Zelezo a zinek, protoZze v zeleniné je obsah velmi nizky, ale existuji
druhy listové zeleniny, které obsahuji vétSi mnoZstvi Zeleza a to napt. fimského salatu
aledového salatu. Zelezo je naprosto nezbytné pro spravnou funkci bungk v téle.

Potiebujeme jej predevsim pro transport kysliku po téle. [13]

Vitaminy jsou nezbytnymi mikroZivinami potfebnymi pro metabolismus. Kromé této
funkce hraji vitaminy roli potravinafskych pfidatnych latek, zdravotnich prostfedki,
a lécivych latek. Mezi béZzné vitaminy obsazené v listové zeleniné patii vitamin C, E a B9.
Listova zelenina je bohatym zdrojem kyseliny listové (vitamin B9), kter4 zabrafiuje vzniku
nékterych vrozenych vyvojovych vad (napf. spina bifida) u nenarozenych déti

a predcasnym porodiim a potratim. [17]
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Vitamin C se zapojuje do procesii resorpce Zeleza a jeho Zelezitych a Zeleznatych iontt,
odbouravani tyrosinu a tvorby zluCovych kyselin. Dale tvofi vyznamny antioxidacni
systém chranici buiiky. Doporucena denni davka vitaminu C se pohybuje v rozmezi 60—80
mg/den. Deficit vitaminu C vyvolava poruchu syntézy kolagenu, coz je nemoc zvana
reaktivnich forem kysliku. Pfi jeho deficitu v t€¢hotenstvi hrozi u novorozenct nebezpeci

anemie. [17]

Dalsi dualezitou slozkou listové zeleniny jsou fenolické slouceniny, které jsou odpoveédné
za obranny systém rostliny a ovliviiuji jeji smyslové a nutri¢ni vlastnosti a taktéz jsou
lepsimi antioxidanty nez vitamin C a E. Vykazuji ptfiznivé Gcinky proti stresu, zanétu,
rakoving, cukrovce, neurodegeneraci souvisejici svékem a kardiovaskularnimu

onemocnéni. [13]

V listové zelenin€ se nachdzi velké mnozstvi vody (viz Tab. 1) a to zhruba 75-95 %. Voda
je obsazena jak ve formé volné, tak ve form¢ vazané na koloidy. Obsah vody se lisi
v zavislosti na skladovani a béhem technologického, ¢i kulindrniho zpracovéni jako je
suSeni a vafeni, zmrazovani a rozmrazovani. Voda hraje dilezitou roli v rdmci ristu

mikroorganizmi, které mohou negativné ovliviiovat jakost listové zeleniny. [19, 20, 21]

Tab. 1: Obsah vody ve vybranych druzich listové zeleniny v g/kg [22]

Obsah vody [g/kg]
salat hlavkovy 947
salat fimsky 947
salat ledovy 956
zeli peking 954
feficha zahradni 953
Stérbdk zahradni 890
Spenat 915

o7 r e

1.2 Vnitfni a vnéjsi faktory ovliviiujici jakost potravin

Pisobenim mikroorganizmii se méni vlastnosti potravin, a to zejména jejich konzistence,
textura, barva, vzhled, vliin¢ a chut. Zmény, které vzniknou, zavisi na jejich fyzikéalnich

a chemickych vlastnostech, tzn. na vnitinich a vnéjSich faktorech, které danou potravinu
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ovliviiuji. Tyto faktory ovliviiuji druh mikrobidlni zmény a tim udavaji trvanlivost

potravin. Vyznamny vliv na jakost potraviny ma také pocet a druhové zastoupeni

mikroorganizmu. [6]

1.2.1

Vnitini faktory

Jednotlivé slozky potraviny maji vyznamny vliv na druh a miru zmén v potraviné.

Tyto faktory jsou ve velké mife urcovany technologickymi postupy pfi opracovani,

zpracovani a finalizaci pozivatin. [6] Mezi tyto faktory patii:

1)

2)

3)

4)

5)

1.2.2

SloZeni potraviny — nizkomolekularni latky se méni velmi rychle, nebot je
mikroorganizmy dokazi rychle metabolizovat piimo, a to bez ptedchoziho §tépeni.
Potraviny s vyS$$im obsahem nizkomolekuldrnich latek se proto méni (kazi,

fermentuji) rychleji nez potraviny, které obsahuji pfevazné polymerni latky. [6]

Aktivita vody — termin, pouzivany k popisu mnozstvi volné nebo nevazané vody
v ramci systému, kterd je k dispozici a které mohou jednotlivé mikroorganizmy
vyuzit, nebot’ ji potiebuji k preziti. [7]

Koncentrace vodikovych ionti (pH) — ¢islo, vyjadiujici kyselost nebo zasaditost
roztoku v logaritmickém meéfitku, na kterém je 7 neutralni prostiedi, niz§i hodnoty
znaci kyselejsi prostiedi a vyssi alkali¢tejsi prostredi. [8]

Redoxni potencial — redoxni reakce jsou nezbytné pro Zivot Zivych organismi
apro funkci mnoho enzymi. Schopnost mikroorganizmi provadét oxidacné-
redukéni reakce zavisi na redoxnim potencidlu potraviny. Pii zédporné hodnoté
redoxniho potencialu jsou schopny piezivat predev§im anaeroby a pii kladném

redoxnim potencialu ptezivaji aerobni mikroorganizmy. [9]

Textura — mechanické, geometrické a povrchové vlastnosti vyrobku, vnimatelné
prostiednictvim mechanickych, dotykovych, pfipadné zrakovych a sluchovych

receptord. [10]

Vnéjsi faktory

Vyznamny vliv maji na potraviny také vnéjsi vlivy, které jsou formovany podminkami

pfi uchovavani a skladovani ur¢itych potravin a patii mezi n¢ tyto faktory [6]:
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1) Teplota prostredi — odlisné skupiny mikroorganizmi maji rizné naroky na teplotu
prostfedi, ve kterém se maji rozmnozovat a metabolizovat a déli se na Ctyfi

skupiny: psychrofilni, psychrotrofni, mezofilni a termofilni. [6]

2) Relativni vlhkost vzduchu — pro potraviny bohaté na vodu jako je zelenina, je

vlhkost dilezitym faktorem zejména pii skladovani potravin. [11]

3) Slozeni atmosféry v obale — zménou ur¢itych pomért plyni v obalu lze dosahnout
zvyseni trvanlivosti. Pracuje se s plyny, jako je napt. dusik, oxid uhli¢ity a kyslik.

[12]

4) Slozeni atmosféry ve skladovacim prostoru — skladovani za urcitého slozeni
atmosféry ve skladovacim prostoru vede k uchovani jakosti, ktera je spotiebitel

pozadovana. [12]

5) Cas — pocet bakterii se miize zdvojnasobit v fadu hodin. V pribéhu hodiny mize
pii optimalni teploté u urcitych bakterii dojit k 2 az 3—nasobnému zdvojeni bunky.
Potraviny ponechané po dlouhou dobu pii pokojové teploté tak vytvareji velmi

ptiznivé podminky pro rist a pomnozovani bakterii. [6]

1.3 Kontrola a Fizeni jakosti ¢erstvych potravin

Ovoce a zelenina jsou dulezitym zdrojem vitamind a mineralti ve stravé ¢loveéka. Spotteba
téchto potravin souvisi s prevenci pred riznymi typy degenerativnich chorob, jako jsou
kardiovaskularni onemocnéni, rakovina aj. V poslednich dvou desetiletich byl zaznamenan
silny rist v produkeci riznych typt cCerstvych potravin, ktery byl zplsoben narstem
spotieby a prodeje. Spotiebitelé vnimaji Cerstvé potraviny jako zdravé a chutné a nezbytné
k udrZeni zdravi. Vzhledem k tomuto ristu trhu ¢eli odvétvi produkce Cerstvych potravin
novym vyzvam, jako je zajiSténi bezpecnosti vyrobklli na ochranu spotiebitel, vyvoj
novych technologii, které mohou udrzet kvalitu Cerstvych potravin a prodlouzit jejich

trvanlivost, tak aby tyto produkty byly dosaZitelné 1 na vzdalené;sich trzich. [2,77]

V ramci kontroly a fizeni bezpecnosti potravin se vyuZivaji rizné néstroje a iniciativy jako

[59]:
e FAO - Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (Food and Agriculture Organization)

e WHO - Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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e [SO — Mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organization for

Standardization)
e BRC (British Retail Consortium)
e [FS (International Food Standard)

e Systém RASFF — Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (Rapid Alert
System for Food and Feed)

e Systém HACCP — Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi
(Hazard Analysis and Critical Control Points)

HACCP neboli Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodu je ve vyrobé
jeden ze zakladnich néstroji, jak pfedchdzet rizikim, diky kterym by se potravina mohla
stat nebezpecnou. Tento preventivni systém sedmi krokii vyzaduje, aby zpracovatelem byl
analyzovan produkt a proces z hlediska ocekavanych rizik, identifikovano a validovano
opatieni pro kontrolu téchto rizik, byly specifikovany fidici kroky a monitorovany

a ovétovany informace, Ze bylo dosazeno spravné aplikace systému HACCP.
Téchto sedm kroku je [36,38,39]:
1) Analyza nebezpeci
2) Identifikace kritickych kontrolnich bodii
3) Stanoveni kritickych kontrolnich limitt pro kazdy kriticky kontrolni bod
4) Stanoveni monitorovacich postupt pro kazdy kriticky kontrolni bod
5) Stanoveni napravnych opatieni
6) Stanoveni postupi vedeni zdznamu
7) Stanoveni postupti ovétovani.
Cilem HACCP je zajistit, aby byly potraviny zdravotné¢ nezdvadné, a to kontrolou
nad priibéhem celého procesu vyroby. [36]
1.4 Trh s Cerstvymi potravinami a mozné cesty kontaminace zeleniny

Pohyb a produkce na rtiznych trzich je variabilni a rliznorody. Riznorodost trhu miize mit
dopad na bezpecnost potravin z produkce, protoze v jeho rozdé€leni existuje mnoho krokd,

¢imz se zvysuje piileZitost pro potencialni kontaminaci. V dne$ni dob¢ se priimysl vyroby
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cerstvych potravin zamétuje hodné na Skoleni zaméstnancti o dilezitosti plan zpétného

sledovani. [3]

Znalost povahy zeleniny, pokud jde o manipulaci, zpracovéni, baleni a skladovani
pied sklizni a po sklizni, je nezbytna pro zajisténi jejich nezavadnosti a nutri¢ni hodnoty
a pro vyvoj nejucinnéjSich postupt a inovativnich technologii pro udrzovani jejich kvality

a bezpecnosti. [23]

Cisténi a myti (Obr. 1) jsou ¢asto jedinymi konzervaénimi postupy pouzivanymi na syrové
zemedelské komodity. Jako prvni krok ve zpracovani je CiSténi formou separace, ktera se
tykéd odstrafiovani cizich materiald, jako jsou vétvicky, stonky, necistoty, pisek, zemina,
hmyz, rezidua pesticidii a hnojiv ze surovin, jakozto i z nadob a zafizeni. Proces Cisténi
také zahrnuje oddéleni lehkych od tézkych materialti pomoci gravitace, flotace, prosévani,
odvodnéni a dalSich. Mnoho stdvajicich metod CiSténi a dezinfekce Cerstvych produkti
vSak neni schopno dosédhnout snizeni hladin patogenti a zajisténi bezpecnosti produkta.
[23] Chemické metody ¢isténi a dezinfekce obvykle zahrnuji pouziti mechanického prani
v ptitomnosti  dezinfek¢nich prostfedkii, nasledované oplachnutim pitnou vodou.
K odstranéni organickych latek a dekontaminaci Cerstvych produktii se pouziva kombinace
chemickych metod ¢isténi a fyzikalnich metod ¢iSténi, a to pouziti UV zéfeni a peroxidu

vodiku. [42]

Dezinfekce vody HE

Oplachovani

Myci nadri i
4 A
Pl
Dezinfekéni inidlo g
EEEEEEEEEEE
| —T S Il
Prutok produktu — e Priitok vody

Obr. 1: Efektivni proces dezinfekce vody s recirkulaénim systémem
navrzenym jako alternativa k tradi¢nimu myti. [42]
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Po sklizni jsou obvykle ptfepravovany do zpracovatelského primyslu, hospodatskych
podnik atd. Dopravni prostfedky jsou tedy nedilnou soucasti potravinového fetézce,
kde mtize dojit ke kontaminaci. VétSina produktlh musi byt sklizena a odeslana do 12 az 72
hodin, takze v distribu¢nich mistech mohou byt tyto produkty skladovany cca 10 dni.
Teplota je velmi dilezitym faktorem z hlediska kvality a bezpecnosti jednotlivych
potravin. Nejc¢astéjs$i chybou pii skladovani potravin je tedy nedodrzovani spravné teploty.

[23]

Trzni Zivotnost vétSiny Cerstvé zeleniny lze prodlouzit rychlym skladovanim v prostiedi,
které udrzuje kvalitu produktu. Pozadované prostredi lze ziskat v zafizenich, kde lze

regulovat teplotu, cirkulaci vzduchu, relativni vlhkost a nékdy 1 sloZeni atmosféry. [41]

Nékteré z komodit mohou byt baleny pfimo na poli, aby se zabrdnilo béhem manipulace
poskozeni, ztrat¢ vody, znecisténi atd. béhem piepravy a skladovani. Pred zabalenim
mohou byt nékteré komodity upraveny a odstranény nepozivatelné ¢asti. VSechny obalové
materidly by mély byt vyrobeny z materidlu pro styk s potravinami, aby nedoslo
ke znehodnoceni dané potraviny. Stejné jako pii skladovani, tak i1 pii baleni je dulezité
udrzovat urcité teploty. Mezi balici materidly patii flexibilni pytle (vyrobené z plastové
juty, jako jsou tasky a sité), difevéné bedny, kartony (dfevovlaknité krabice), plastové
bedny, paletové boxy a ptepravni kontejnery, kose z tkanych prouzkl listli, bambusu,

plastu atd. [23,41]

Spotiebitelé si stile vice uvédomuji duilezitost konzumace cerstvé zeleniny, nicméné
1 tyto druhy potravin se opakované stavaji zdrojem potravinovych nemoci ve svété. VétSina
komer¢né pouzivané intervence k ochrané produkti pied kontaminaci je pouZivani 2 %
chlorované vody k myti, ktera pfispiva k inaktivaci patogen. Tento zplisob ma ale
1 nezadouci Ucinek jako je zhorSeni organoleptickych vlastnosti potravin. Protoze tepelné
zpracovani Cerstvych produktii neni mozné, zavadéji se nové techniky pro udrzbu kvality
jako mnapf. myti s pouzitim chemikalii (ClO2, organické kyseliny, peroxid vodiku)

a fyzikéalni metody (UV-C svétlo, ultrazvuk, magnetické pole, vysoky tlak atd.). [23]
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2 LEGISLATIVA VZTAHUJICI SE K ZELENINE

2.1 Legislativa CR vztahujici se k zelenin&

Zakon ¢ 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich, ve znéni pozdéjSich

predpisii definuje jakost jako soubor charakteristickych vlastnosti jednotlivych druht,
skupin a podskupin potravin a tabakovych vyrobkd, jejichz limity jsou stanoveny timto
zakonem, provadécim pravnim ptedpisem anebo piimo pouzitelnym piedpisem Evropské
unie. Dale jsou v zdkonu popsany povinnosti provozovatelli potravinaiskych podniki,
at’ uz se jedna oznaCovani potravin, dodrzovani pozadavkl pro jakost potravin, ozndmeni

zah4jeni vyroby nebo pozadavky na vyrobni proces. [24]

Zikon ¢ 252/1997 Sb., o zemédélstvi, ve znéni pozdéjSich predpisii definuje podminky

k zajisténi schopnosti Ceského zemédélstvi zabezpecit zékladni vyzivu obyvatel,
potravinovou bezpecnost, potiebné nepotravinarské suroviny a jiné. DalSim ucelem je
podpora mimoprodukénich funkei zemédélstvi, které pfispivaji k ochrané zivotniho

prostiedi, a to zejména pudy, vody a ovzdusi. [25]

Zakon ¢ 242/2000 Sb., o ekologickém zemédélstvi, ve znéni pozdéjSich piedpisit upravuje

podminky hospodatfeni v ekologickém zemédélstvi a k nému se vztahujici osvéd€ovani
a oznacovani bioproduktii, biopotravin a ostatnich bioproduktti. Upravuje podminky

vykonu kontroly a dozoru nad dodrZovanim povinnosti s tim spojenych. [26]

Zakon ¢ 326/2004 Sb., o rostlinolékaiské péci, ve znéni pozdéjSich piedpisii zapracovava

prislusné ptedpisy Evropské unie a zaroven navazuje na piimo pouzitelné piedpisy
Evropské unie. V zdkoné jsou stanovena prava a povinnosti fyzickych a pravnickych osob,
které se tykaji napf. uvadéni na trh, omezovani neptiznivého vlivu Skodlivych organismu

atd. [27]

Zakon ¢ 408/2000 Sb., o ochrané prav k odriidam rostlin a o zméné zakona ¢ 92/1996

Sh., o odridach, osivu a sadbé péstovanych rostlin, ve znéni pozdéjSich piedpisii

upravuje prava a povinnosti k odriidam rostlin chranénym podle tohoto zdkona, pravomoc
a pusobnost organi vykonavajicich statni spravu v oblasti ochrannych prav k odridam,
fizeni o udé€leni ochrannych prav, kontrolu udrzovani odrad a ukladdani tresti za nedodrzeni

povinnosti. [28]

Zakon ¢, 219/2003 Sb. o uvadéni do obéhu osiva a sadby péstovanych rostlin a o zméné

nékterych zakonu (zakon o obéhu osiva a sadby), ve znéni pozdéjSich predpisit upravuje
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uvadéni do obéhu osiva a sadby péstovanych rostlin, registraci odriid péstovanych rostlin
uvedenych v druhovém seznamu a odrid okrasnych druhii, dozor nad dodrzovanim

povinnosti a spravni tresty za jejich poruseni. [31]

Zakon & 156/1998 Sb., zakon o hnojivech, pomocnych piidnich latkach, pomocnych

rostlinnych p¥ipravcich a substrdatech a o agrochemickém zkouSeni zemédélskych piid, ve

vev s

znéni__pozdéjSich piedpisii zapracovava podminky uvadéni do obéhu, skladovani

apouzivani hnojiv, pomocnych pudnich latek, pomocnych rostlinnych piipravka

a substratt. [30]

Zdakon ¢ 477/2001 Sb., o obalech, ve znéni pozdéjSich piedpisi definuje obal jako

vyrobek zhotoveny z materidlu jakékoli povahy a ureny k pojmuti, ochrané, manipulaci,
dodavce, poptipad€ prezentaci vyrobku nebo vyrobkll urcenych spotiebiteli nebo jinému
koneénému uzivateli. Ugelem tohoto zakona je snizovani $kodlivosti obalii a chemickych

latek v téchto obalech. [29]

Zakon & 395/2009 Sb. o vvznamné trini sile pii prodeji zemédélskych a potravindaiskych

produktii_a_jejim zneuZiti, ve znéni pozdéjSich predpisit_upravuje zplisob posuzovani

a zamezeni zneuZziti vyznamné trzni sily v souvislosti s ndkupem potravin za Gcelem jejich
dalsiho prodeje na izemi Ceské republiky, nebo sluzbami s timto nakupem nebo prodejem

potravin souvisejicimi a dozor nad dodrzovanim tohoto zédkona. [32]
2.2 Legislativa EU vztahujici se k zeleniné

2.2.1 Predpisy tykajici se obecnych hygienickych pravidel

Narvizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 178/2002 (8) ze dne 28. ledna 2002,

kterym se stanovi obecné zdasady a poZadavky potravinového prava, ziizuje se Evropsky

urad pro bezpecCnost potravin a stanovi postupy tvkajici se bezpecnosti potravin

v

(vSeobecné _nazyvané ,,obecné potravinové pravo”), obsahuje zékladni ustanoveni

umoziujici zajistit vysokou uroven ochrany lidského zdravi a zajmt spotiebiteld,
a soucasn¢ zajist'ovat u¢inné fungovani vnitiniho trhu. Stanovi jednotné zasady, povinnosti
a prostiedky pro vytvoteni silné védecké zakladny, uc¢inna organizaéni opatfeni a postupy,

z nichZ se mé vychézet pii rozhodovani v otazkach bezpecnosti potravin a krmiv. [37]

Nariizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 852/2004 ze dne 29. dubna 2004

0 hygiené potravin stanovuje obecnd pravidla pro hygienu potravin vztahujici se

na provozovatele potravinaiskych podnikd, pfi¢emz ptihliZzi predevs§im k zédsadam, tykajici
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se napt. odpovédnosti za bezpecnost potravin provozovatelem potravinarského podniku
a vSeobecného pouzivani postupii zalozenych na zasadach HACCP spolu s pouzivanim
spravné hygienické praxe. [35]

2.2.2 Predpisy tykajici se specifickych pravidel EU

Navizeni Komise (ES) ¢ 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych

kritériich pro potraviny stanovuje mikrobiologické kritéria pro nékteré mikroorganizmy

aprovadéci pravidla, ktera musi provozovatelé potravindiskych podnikti dodrzovat

pii provadéni obecnych a zvlastnich hygienickych opatieni. [33]

Navizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 396/2005 ze dne 23. unora 2005

o maximalnich limitech rezidui pesticidit v potravinach a krmivech rostlinného

a Zivocisného puvodu a na jejich povechu a o iméné smérnice Rady 91/414/EHS

stanovuje v souladu s obecnymi zdsadami uvedenymi v natizeni (ES) ¢. 178/2002, zejména
s potiebou zajistit vysokou uroven ochrany spotiebitele, harmonizovana ustanoveni
Spolecenstvi tykajici se maximalnich limitd rezidui pesticidii v potravinach a krmivech

rostlinného a Zivocisného ptivodu a na jejich povrchu. [34]

Codex Alimentarius je fada potravinovych standardu a souvisejicich texti, které si kladou

za cil zajistit vysokou uroven ochrany spotiebitele a spravedlivé postupy v mezinadrodnim
obchodu s potravinami a zemédé€lskymi produkty. Organizace povéfena vyvojem norem
Codex a souvisejicich texti je komise Codex Alimentarius Commission (CAC), ktera je
mezivladnim subjektem spole¢né sponzorovanym Organizaci pro vyZivu a zeméd¢lstvi

(FAO) a Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). [40]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

3 CHARAKTERISTIKA JEDNOTLIVYCH SKUPIN
MIKROORGANIZMU

Studie naznacuji, ze zvySovani povédomi o zdravi vede k vyznamnému narlstu poptavky
po Cerstvych potravinach, kde majoritni slozku tvofi zelenina. Zaroven byl zaznamenan
vznik ohnisek nemoci pienaSenych potravinami, zejména u zeleniny a ovoce, proto se

dnesni studie zamétuji na identifikaci mikrobidlni kontaminace. [4]

Mikrobialni riist mikroorganizmu je faktorem ovliviiujici bezpecnost Cerstvych potravin.
Zelenina se sklada prevazné z vody, a proto maji tyto produkty i vysokou aktivitu vody
(> 0,99). Intracelularni pH je dal§im diilezitym vnitfnim faktorem v zelenin¢ a pohybuje se
obvykle od 4,9 do 6,5 Tyto vlastnosti umoziuji za pfitomnosti Zzivin rlst

mikroorganizmd. [2]

3.1 Zdroj kontaminace zeleniny

Béznou skupinou kontaminantii vyskytujici se na povrchu zeleniny jsou patogenni
mikroorganizmy. Problémem jsou zejména produkty, které se konzumuji v syrovém stavu,
kde spadé zejména listova zelenina, ktera se nijak tepeln¢ neupravuje, tudiz nemlze zajistit
devitalizaci pfitomnych patogeni. Mimo patogenni mikroorganizmy se u zeleniny bézné
vyskytuji bakterie z celedi Enterobacteriaceae. Ke kontaminaci dochazi ve vSech fazich
produkce (viz Obr. 2), a to pfi rustu, pii sklizni, po sklizni, pfi manipulaci se zeleninou,

a pfi jejich kone¢né upravé v domécnostech. [46]

Mikroorganizmy rostou rychleji v poskozené nebo fezané zeleniné. Pfitomnost vzduchu,

vysoka vlhkost a vyssi teplota béhem skladovani zvySuje Sance na znehodnoceni. [45]
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Obr. 2: Zdroje kontaminace zeleniny v pribéhu ristu. [46]

V puade se vetsSinou vyskytuji sporulujici bakterie Bacillus cereus, Clostridium botulinum, a
C. perfringens, dale listerie vCetn& Listeria monocytogenes. Zvyseny vyskyt byva
zaznamenan v letnich mésicich. Druhovd rozmanitost je zvySena hnojenim pomoci
organickych hnojiv zivoc¢isného pivodu. Mezi bakterie, které se v téchto hnojivech
vyskytuji, jsou napt. salmonely, patogenni kmeny Escherichia coli ¢i Campylobacter
jejuni. Tyto bakterie mohou v pidé pieZivat mésice az roky. Vyznamnym zdroje
kontaminace je voda, zejména v obdobi pted sklizni. V kontaminovanych zdrojich vody,
kterou se zelenina zavlazuje, se mohou objevovat stejné jako v pudé¢ stfevni bakterie. Mezi
velmi rizikové kroky lze zaradit 1 ruéni sklizeii a dal§i manipulace s potravinou, nebot’
pfi téchto operacich muze dochazet ke kiiZové kontaminaci a mnoZeni nezédoucich

mikroorganizmu. [46]

3.2 Identifikace mikroorganizmu pomoci metody MALDI TOF-MS

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, pfi které se chemické slouceniny ionizuji

na nabité molekuly a méfi se pomér jejich hmotnosti k naboji (m/z). Ackoli byla MS
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objevena na pocatku 20. stoleti, jeji rozsah byl omezen na chemické védy. Vyvoj ionizace
elektronovym sprejem (ESI) a laserové desorpcni ionizace pomoci matrice (MALDI) v 80.
letech vsak zvysilo pouzitelnost MS na velké biologické molekuly, jako jsou proteiny.
V ESI1 MALDI jsou peptidy pfeménény na ionty bud’ ptidanim nebo ztratou jednoho nebo
vice nez jednoho protonu. Oba jsou zalozeny na metodach ,,mekké ionizace®, kdy tvorba
iontl nevede k vyznamné ztrat¢ integrity vzorku. MALDI-TOF MS ma oproti ESI-MS
urcité vyhody. MALDI-TOF MS produkuje jednotlivé nabité ionty, takze interpretace dat
je snadno srovnatelnd s ESI-MS, avsak pro analyzu pomoci ESI-MS je nutna ptedchozi

separace chromatografii, kterd neni nutna pro analyzu MALDI-TOF MS. [60]

MALDI TOF-MS je metodou, kterd funguje na principu hmotnostni spektrometrie
laserovou desorpci a ionizaci za U€asti matrice s pruletovym analyzatorem. Tato metoda je
velice presna, aplikovatelnd pro Siroké spektrum mikroorganizmt a rychlej$i nez spousta
tradi¢nich metod. Na obr. 3 je jednoduché schéma MALDI-TOF. Laserové zafeni je
aplikovano na krystaly matrice se vzorkem. Toto zafeni zpuisobi desorpci molekul matrice
i s molekulami vzorku piedanim H' od molekul matrice. Poté je aplikovano extrakéni
napéti mezi MALDI desticku a vstupni §térbinu priletového analyzatoru, ¢imz dojde
k extrakci nabitych molekul podle zvolené polarity napéti a k jejich analyze v pruletovém
hmotnostnim analyzatoru. V zavislosti na dobé letu molekul analyzatorem k detektoru se

vypocitd pomér m/z. [43]

‘ VAKUUM
IONTOVY
ZDROJ .
VZOREK $ MATRICI
IONTY
_|_
00 0 T4 T
co00dio0 ©
o + . .
HMOTNOSTNI ANAL YZATOR
LASEROVY PAPRSEK DETEKTOR

Obr. 3: Schéma MALDI — TOF hmotnostniho spektrometru. [43]
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3.3 Nejvyznamnéjsi rody bakterii vyskytujici se u zeleniny

3.3.1 Aeromonas

Aeromonas je Clenem cCeledi Vibrionaceae, ktery zahrnuje ctyfi dal§i rody, jmenovité
Vibrio, ~ Phobobacterium,  Plesiomonas a  Enhydrobacter.  Aeromonas  jsou
chemoorganotrofni fakultativni anaerobni gramnegativni tyCinky, které prokazuji dychaci
1 fermentacni metabolismus. Bakterie tohoto rodu mohou rtist v Sirokém spektru podminek
prosttedi, napt. pH od 4 do 10 a optimalni hodnotou kolem 7 a koncentraci soli az 6,5 %.
VétSina z téchto bakterii jsou mezofilni bakterie s optimalni teplotou ristu kolem 28 °C.
Tato aerobni bakterie byva pfitomna v kazicim se ovoci a zelenin€, nevyvolava vsak

onemocnéni z potravin. [47]

3.3.2 Bacillus

Jednou z nejdualezitéjSich vlastnosti pro taxonomii je tvorba spdr, protoze je snadno
detekovatelna. Spéry mohou byt detekovany mikroskopicky a poskytuji jednoduchou
charakteristiku ¢eledi Bacillaceae. Rod Bacillus obsahuje mnoho kmenli grampozitivnich,
tyCinkovitych bakterii, které¢ jsou schopné riist v aerobnich a fakultativné anaerobnich
podminkach a 1isi se tak od rodu Clostridium, ktery je pfisné anaerobni. V piirod¢ jsou

znaén¢ rozsifené a na povrch zeleniny se dostava z pudy. [47]

3.3.3 Citrobacter

Jedna se o gramnegativni tyCinky z Celedi Enterobacteriaceae. Vyskytuji se jako soucast
mikroflory traviciho ustroji lidi a jinych obratlovel, avSak nejsou povazovany za sttevni
patogeny. Vyskytuji se taktéz ve splaskové a pudni vodé. Jednotlivé kmeny se nachézeji

v mléénych vyrobceich, syrovém driibezim masu a v Cerstvé, syrové zelening. [48]

3.3.4 Clostridium

Jedna se o gramnegativni tyCinky, které rostou za piisn¢ anaerobnich podminek a jsou
schopny tvofit endospory. [49] Vyskytuji se v piidé a ve stievech lidi a zvirat. Nekteré
kmeny jsou patogeny jako napt. Clostridium botulinum a C. perfringens. [48]

3.3.5 Enterobacter

Rod Enterobacter patii do Celedi Enterobacteriaceae a je tvoren kmeny E. cloaceae

a E. aerogenes. Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinky. Tento rod se
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Casto objevuje ve stolici lidi a zvifat a taktéz je bézn¢ pfitomny v potravinach jako jeden
z typickych ¢lend skupiny koliformnich mikroorganizmi,, avSak neni plivodcem

onemocnéni z potravin. [44]

3.3.6 Erwinia

Rod fakultativné anaerobnich tyCinkovitych gramnegativnich  bakterii  Celedi
Enterobacteriaceae. Vyskytuji se na rostlindich. Mohou vyvolavat nekrozy, nebo jinad

poskozeni rostlin a byvaji pfi¢inou kazeni plodl a zeleniny béhem skladovani. [48]

3.3.7 Escherichia

Rod Escherichia je gramnegativni anaerobni tyCinka. Stovky rdznych kmend rodu
Escherichia ziji v lidském travicim systému, a nékteré z kmend jsou schopné produkovat
silné toxiny. Enterotoxigenni Escherichia coli produkuji dva typy enterotoxinu, a to jeden,
ktery je tepeln¢ stabilni a druhy z nich je tepelné labilni. Tepelné€ stabilni toxin neni nicen
je znicen, pokud je vystaven pisobeni 65 °C po dobu 30 min. Nékteré kmeny E. coli jsou
znamé jako enterohemoragické E. coli, také znamé jako verotoxin-pozitivni E. coli. Jiné
kmeny E. coli jsou enteropatogenni a enteroinvazivni. E. coli vyzaduje pH v rozmezi 4,5 -
8,8 a aktivitu vody nad 0,95. Optimalni rlst pro E. coli nastava pii 37 °C a také preziva

zmrazeni. [50,76]

3.3.8 Flavobacterium

Rod aerobnich gramnegativnich ty€inek celedi Flavobacteriaceae. Vyskytuji se v pudé,
vodé, syrovém masu a mléce. Nékteré kmeny z tohoto rodu byly pieklasifikovany

na Chryseobacterium. [48]

3.3.9 Klebsiella

Jsou to gramnegativni, obvykle zapouzdiené ty€inky patiici do celedi Enterobacteriaceae.
Rod Klebsiella zahrnuje nejméné sedm v soucasnosti uznavanych kmenit a 72 sérotypt.
Vétsina z téchto organismi je ekologického ptivodu bez vyznamného dopadu na lidské
zdravi, zatimco jiné kmeny stejného rodu pochazeji ze stfevniho traktu teplokrevnych
zvitat. Nachazeji se v pid¢ a vod¢ a dale jsou rostlinnymi patogeny. P&t z nich (K.

pneumoniae, K. oxytoca, K. rhinoscleromatis, K. planticola a K. ozaenae) jsou zndmy jako
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klinicky vyznamné z hlediska jejich patogenity. Stejné jako jiné koliformni bakterie

1 bakterie rodu Klebsiella fermentuji laktézu. [51]

3.3.10 Lactobacillus

Jedna se o dlouhé, grampozitivni, nesporulujici tyCinky. Rostou anaerobné¢ az
mikroaerofilné pfi teplotach v rozmezi 5 °C az 53 °C. VétSina bakterii rodu Lactobacillus
dalezité v potravinach pravdépodobné pochézeji z rostlinnych materialti. Obvykle jsou
spojeny s prostfedimi obsahujicimi velké mnozstvi fermentovatelnych uhlohydrata.
Kmeny rodu Lactobacillus se nachazeji v ruiznych potravindch, zejména v mlécnych
vyrobcich, vakuoveé baleném masu, konzervované nebo fermentované zelenin€ a ovoci.

[52]

3.3.11 Micrococcus

Rod aerobnich grampozitivnich kokt ¢eledi Micrococcaceae. Vyskytuji se v pude€, vodé,
syrovém mléce, mléénych vyrobcich, pivu a na kazi savci. Varianty mikrokokil se
pouzivaji jako startér pii zrani suchych kvasenych klobas. Jiné kmeny mohou zptisobit

kazeni masa a vajec. [48]

3.3.12 Pseudomonas

Rod Pseudomonas je zatazen do tfidy Gammaproteobacteria, kterd predstavuje jednu
z nejveétsich skupin bakterii. Rod Pseudomonas je skupinou nesporotvornych pohyblivych
gramnegativnich ty¢inek. VétSina téchto bakterii mlZe snadno piezivat v riznych
potravindch jako ovoce, zelenina, obili, nebo v krmivech pro zvifata. Vzhledem k tomu,
ze docela dobte snéseji vlhké prostiedi, jsou pfitomné ve vodé a v pudé. Nékteré kmeny

rodu Pseudomonas jsou tolerantni k Siroké skale fyzikalné-chemickych podminek. [53]

3.3.13 Salmonella

Salmonella je gramnegativni tyCinkovita bakterie patfici do Celedi Enterobacteriaceae.
Salmonella je fakultativn€ anaerobni, katalaza-pozitivni, oxiddza-negativni, a obecn¢ je
pohyblivé s peritrich6zni bi¢ikem. Optimalni teplota rustu je pti 37 °C, ale tento rod
bakterii je schopen riist pii teplotach od 5 °C do 47 °C. Tyto bakterie se primarn¢ nachaze;ji
v gastrointestindlnim traktu. Mohou byt stolici Sifeny do pidy, vody, potravin a krmiv.

[56]
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3.3.14 Shigella

Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni ty€inky, které jsou pozitivni na kataldzu
a oxiddza-negativni. Bakterie rodu Shigella jsou obecné povazovany za spiSe ne pirilis
odolné organismy, které¢ nepiezivaji mimo jejich ptirozené prostiedi, které je ve stievech
lidi a jinych primatt. Jsou to typické mezofilni mikroorganizmy s rozsahem ristové teploty
mezi 1045 °C s citlivosti na teplo. Nejlépe rostou v rozmezi pH 6-8 a neptezivaji pti pH

pod 4,5. [56]

3.3.15 Staphylococcus

Grampozitivni koky, vyskytujici se v shlucich. Tyto bakterie se bézn¢ nachazeji na kuzi
a sliznicich a nékteré kmeny mohou zptisobovat onemocnéni u lidi i zvifat. S. aureus mize
produkovat toxiny, které drazdi gastrointestindlni zazivaci trakt. Nckteré kmeny jsou
rezistentni k antibiotiklim a znesnadiiuji 1écbu stafylokokové infekce. Napiiklad nékteré
kmeny meticilin—rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) jsou nyni rezistentni na témer
vSechna antibiotika a ptedstavuji véznou hrozbu jak pro pacienty v nemocnicich,

tak pro jednotlivce v §irS$i komunité. [57]

3.3.16 Vibrio

Jednad se o gramnegativni tyCinky. Patii sem Vibrio cholerae, ptivodce alimentarniho
infek¢niho onemocnéni. Muze se nachdzet v potravinach zejména z tropickych zemi. [44]

3.3.17 Xanthomonas

Xanthomonas jsou gramnegativni aerobni ty¢inky a koky a plivodci onemocnéni rostlin.
Nékteré kmeny jsou rostlinnymi patogeny jako naptf. Xanthomonas campestris, X.
fragariae, X. ampelina a X. abilineans. X. campestris zplsobuje Cernou hnilobu zeli
a kvétaku. Nekolik kmenti miize zpusobit znehodnoceni syrového chlazeného masa, ryb

a vajecnych vyrobki. [44,48]
3.4 Nejvyznamnéjsi rody kvasinek vyskytujici se u zeleniny

3.4.1 Candida

Bunky se objevuji v riznych formach: kulovité, elipsovité, valcové nebo protadhlé
a prilezitostn¢ napt. trojuhelnikové. Reprodukce probihéd holoblastickym pucenim. VéEtSina

bakterii rodu Candida je mezofilnich a rostou dobie pii teplotach 25 °C az 30 °C,
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s extrémy v rozmezi 0 °C az 48 °C. Candida, stejné jako ostatni kvasinky, fotosyntetizuje
nebo fixuje dusik. Obecné nemohou rist anaerobné. Nekteré kmeny prezivaji a rozmnozuji
se pti mikroaerofilnich podminkach. Nékteré kmeny, naptiklad C. apicola, C. bombicola,
C. famata, C. magnoliae a C. lactis-condensi jsou osmotolerantni a napi. C. glukosophila

je osmofilni. [47]

3.4.2 Kloeckera

Rod mitosporickych kvasinek kmene Ascomycota, coz jsou anamorfy rodu Hanseniaspora.

Vyskytuji se u ovoce a v pude. Kloeckera apiculata se pouziva pii vyrobé vina. [57]

3.4.3 Saccharomyces

Jedna se o primyslové dulezity rod kvasinek. Nejméné 1000 kment Saccharomyces
cerevisiae se pouziva pfi peceni, vafeni, vyrob¢ vina a piva. Dalsi kvasinky pouZivané
pfi vyrobé piva zahrnuji S. wvarum (nebo S. carlsbergensis), které se odliSuji od
S. cerevisiae svou schopnosti k fermentaci disacharidové melibozy pomoci a-

galaktosidazy, coz je enzym, ktery S. cerevisiae neprodukuje. [57]
3.5 Nejvyznamnéjsi rody plisni vyskytujici se u zeleniny

3.5.1 Alternaria

Rod Alternaria je charakterizovan vyraznymi velkymi mnohobunécnymi dictyosporami,
které jsou produkovany v fetézcich. Plisen rodu Alternaria se vyskytuji jako parazité

na fadé¢ plodin, kde zptsobuji skvrny. [58]

3.5.2 Cladosporium

Plisn¢ tohoto rodu se vyskytuji u ovoce a zeleniny. Cladosporium herbarum muze zpusobit
znehodnoceni chlazeného masa. Jiné kmeny mohou byt zodpovédné za znehodnoceni

masla, margarind, ovoce, zeleniny, vajec a hroznti. [48]

3.5.3 Fusarium

Rod Fusarium je jednim z nejhospodéarnéjSich dilezitych plisni diky svym rostlinnym
patogentim a produkce silnych mykotoxint, které ovliviiuji zvifata a lidi. Nékteré kmeny
mohou infikovat lidi. Rod se vyskytuje celosvétoveé, nicméné ne vSechny kmeny jsou
kosmopolitni, jako jiné kmeny. Nékteré prevladaji v chladnéjSich mirnych oblastech a jiné

zase v tropickych a subtropickych oblastech. Obecné plati, ze kmeny rodu Fusarium davaji
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prednost vlhkosti, tj. aktivita vody vyssi nez 0,86, a rostou dobfte pii teplotach kolem 0 °C
az 37 °C. Rod Fusarium je termofilni plisen. Plisen F. equiseti je zndma jako sekundarni
utocnik v zeméd¢lstvi, napadajici plodiny po kontaminaci pidy, ve které muze piezivat

roky, protoze hojn¢ produkuje odolné chlamydospory. [47]

3.5.4 Mucor

Rod Mucor je velmi bézny rod, ktery se vyznacuje extrémné rychlym ristem
na laboratornich médiich. Vytvaii velké, vlhké kolonie, které jsou viditelné pouhym okem.
Vétsina kment jsou pouze saprofytické nebo slabé patogeny. Jsou zvlast€¢ bézné u ovoce
a zeleniny. Je zndmo asi 20 kmend, které zpusobuji kazeni jidla, a to zejména Mucor
hiemalis a M. plumbeus, které jsou velmi typické. M. hiemalis mize rist od 0 do 5 °C
az do 37 °C. M. plumbeus muze rist od 4-5 °C do 25 °C a 37 °C, s optimem od 24 °C

v v

nez 1 % kysliku. [52]

3.5.5 Penicillium

Penicillium je velky rod obsahujici 150 uznanych kmend, z toho 50 se vyskytuje bézné.
Izolovanych je mnoho kment Penicillium z potravin, kde zplisobuji kazeni a navic nékteré
kmeny mohou produkovat bioaktivni slouceniny s antibiotickymi vlastnostmi. Nekteré
kment v potravinach jsou P. expansum, P. citrinum, P. crustosum a P. verrucosum. Plisné
rodu Penicillium obvykle rostou optimdlné pii relativné nizkych teplotach, jsou tedy
pfitomné v pudé, obilnych zrnech a jinych potravindch v mirném podnebi a také
v chladirnach a chlazenych potravinach po celém svété. PiestoZe vétSina téchto plisni
uptednostiuje kyslik, tak naptiklad P. roqueforti je stimulovan vysokou (15 %) hladinou

oxidu uhli¢itého a miZe tolerovat hladiny kysliku v 1-2 %. [52]

3.5.6 Phoma
Nekteré kmeny (napt. Phoma herbarum a P. sorghina) mohou zptlisobit znehodnoceni
ovoce (napf. melouny, papdja a banany), zelenina (napf. fepa), syr a obiloviny (napft. Cirok,

je€men, kukufice) a ryze. [48]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

1. stanoveni celkovych pocti urcitych skupin mikroorganizmi na selektivné

diagnostickych piidach,

2. stanoveni jednotlivych mikroorganizmil vyskytujicich se u vzorka listové zeleniny

pomoci metody MALDI TOF-MS.

Vzorky, které byly podrobeny analyze, byly ziskdny v obchodnich sitich na uzemi
Zlinského kraje. V névaznosti na vysledky tohoto testovani byla provedena diskuze, kdy
jednotlivé vzorky byly porovndvany mezi sebou, sodbornou literaturou, a zaroven

s platnou legislativou Ceské republiky a Evropské unie.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Material

5.1.1 Popis analyzovanych vzorki

V praktické ¢asti této diplomové prace byly analyzovany vzorky vybranych druhti listové
zeleniny, které pochazely z obchodnich siti na izemi Zlinského kraje. Celkem bylo pouzito
54 vzorkt, kde vzorky €. 1 az 15 byly analyzovany v dubnu roku 2019 (viz Tab. 2), vzorky
¢. 16 az 35 v srpnu roku 2019 (viz Tab. 3) a vzorky ¢. 36 az 54 v listopadu roku 2019 (viz
Tab. 4).

Tab. 2: Seznam pouzitych vzorkl — jaro 2019

vftfill:)u Druh Puavod Distributor
‘ zeli peking Mad’arsko
salat fimsky Spanélsko
salat hlavkovy Mad’arsko
salat Lollo Rosso Madarsko
salat Lollo Biondo Mad’arsko Velkoobchod
salat bio ledovy Spanélsko (okres Zlin)
salat ledovy Spanglsko
‘ salat bio rucola Italie
‘ salat bio polnicek Italie
‘ bio baby Spenat Italie
‘ salat hlavkovy Ceska republika Maloobchod
‘ salat ledovy Ceska republika (okres Vsetin)
‘ salat rucola Italie (S. Paolo)
‘ baby $penat Italie (S. Paolo) \ggﬁgst;l?g)d
‘ salat polnicek Italie (S. Paolo)
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Tab. 3: Seznam pouZitych vzorkl — 1éto 2019

VS;:_I;()“ Druh Pivod Distributor
salat Little Gem - Cerveny Ceska repll)l(ljll:;?)(suatov )
salat Little Gem - zeleny Ceska repll)l(ljll:;?)(suatov )
salat Crispy - zeleny Ceska republika
salat Crispy - Cerveny Cvfeska republika Velkoobchod
salat Little Gem - zeleny Ceska republika (okres Zlin)
salat Insalatina Italie
salat hlavkovy Ceska republika
salat ledovy Ceska republika
salat Tendita Ceska republika
salat fimsky Ceska republika
salat Little Gem - zeleny | Ceska republika (Semice) Velkoobchod
Salat ledovy Ceska republika (Semice) (okres Vsetin)
Zeli peking Mad’arsko
Zeli peking Mad’arsko
salat ledovy Némecko
salat ledovy Slovensko (1;/[;16(;0\13(8316123)
salat Lollo Rosso Ceska republika (Brno)
salat polnicek Italie (Bozen)
salat rucola Italie (Bozen)
salat polnicek Italie Velkoobchod

(okres Vsetin)
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Tab. 4: Seznam pouzitych vzorkli — podzim 2019

v(zj(:illgu Druh Pivod Distributor
salat rucola Italie
baby Spenat Italie
salat fimsky Spanélsko
salat hlavkovy Italie Velkoobchod
salat Lollo Rosso Italie (okres Vsetin)
salat Lollo Biondo Italie
salat fimsky Spanélsko
sal4t fimsky Ceska replg)rlélléi l(11)’olabi - Na
salat Little Gem - zeleny Spanélsko
salat Little Gem - zeleny Spanélsko
salat Little Gem - zeleny Spanélsko
salat ledovy Spanélsko
zeli peking Ceska republika
zeli peking Ceska republika Velkoobchod
salat ledovy Ceska republika (okres Zlin)
salat Little Gem - Cerveny Ceska rep;(l:llelllgail)(Stratov )
salat Little Gem - zeleny Ceskad repfl)lgllelll];?)(Stratov i
salat polnicek Madarsko
salat Tendita Ceska republika
5.1.2 Laboratorni pristroje

e Automatické mikropipety — (Nichiryo, Japonsko; Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni sklo a pomtcky

e AURA PCR pracovni box — (BioAir Instruments, Italie)

e Bio Vortex V1 — (Biotech, Ceska republika)

e Homogenizator Stomacher — (Labsystem Kft, Mad’arsko)

e Centrifuga — Hermle Z100M (Labnet Inc., Korea)

e Digitalni vaha — (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

e Box laminarni, Telstar Bio IT — A (KRD, Velka Britanie)
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5.1.3

Termostat BT 120 — (LABO-MS spol. s.r.0., Ceska republika)
Autoklav H+P Varioklav — (H+P Labortechnik AG, Némecko)

MALDI TOF hmotnostni spektrometr Microflex LT systém — (Bruker Daltonics,

Némecko)

software: MALDI Biotyper 3.0 — (Bruker Daltonics, Némecko)
Kultiva¢ni média

Masopeptonovy agar (MPA) — (HiMedia Laboratories GmbH, Indie)
Plate Count Agar (PCA) — (HiMedia Laboratories GmbH, Indie)

MRS agar (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

Mannitol Salt Agar Base (MSA) — (HiMedia Laboratories GmbH, Indie)
Violet Red Bile Agar (VRBA) — (HiMedia Laboratories GmbH, Indie)

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (CHYGA) — (HiMedia Laboratories GmbH,
Indie)

Piiprava puad: Predepsana mnozstvi jednotlivych pid byla rozpusténa v 1000 ml

destilované vody. Poté nasledovala sterilace pud v autoklavu pii teploté¢ 121°C. Pudy byly

poté rozlity do Petriho misek.

5.14

Chemikalie a roztoky

Ethanol 98 % (Lach-Ner s.r.o., Ceska republika)
Fyziologicky roztok

Destilovana voda

70 % roztok ethanolu

80 % roztok kyseliny trifluoroctové (TFA)

70 % kyselina mravenci

100 % acetonitril
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5.2 Metody

5.2.1 Priprava vzorku

Z jednotlivych druhi listové zeleniny bylo odebrano 5,0 = 0,1 g vzorku, ktery byl smichan
s fyziologickym roztokem v poméru 1:9 a homogenizovéan ve stomacheru po dobu 5 minut.
U homogenizovaného vzorku bylo provedeno desitkové fedéni a jednotliva fedéni byla
pouzita k ockovani v mnozstvi 100 ul na rizné druhy pid a to PCA, MSA, VRBA,
CHYGA, MRS, BP, M17 a PSE. V ramci prace byl stanoven celkovy pocet fakultativné
anaerobnich mezofilnich mikroorganizmti na pidé¢ PCA (podle normy ISO ¢. 4833-1;
2013), stafylokokdi na MSA (dle Chapmana z roku 1945; kultivace na agaru s mannitolem,
chloridem sodnym a fenolovou cerveni pii 37 °C), koliformnich mikroorganizmii na pade
VRBA (podle normy ISO €. 21528-2; 2017), plisni a kvasinek na pidé¢ CHYGA (podle
normy ISO ¢. 6611; 2004) a laktobacili na MRS (podle normy ISO 15214; 2000). Misky
s ptislusnymi pidami byly kultivovany pii urcitych teplotach (viz Tab. 5). [54,55,61,78,79]

Tab. 5: Sledované mikroorganizmy a podminky jejich kultivace

Kultivaé¢ni piada i:fg::;;i;!;‘;ﬁ;na Kultivace (teplota, ¢as)
PCA celkovy pocet mikroorganizmi 30°C,48 h

MSA stafylokoky 37°C,48 h

VRBA koliformni mikroorganizmy 37°C,48 h

CHYGA plisné€ a kvasinky pokojova teplota, 72 h
MRS laktobacily anaerostat 30 °C, 72 h
BP stafylokoky 37°C,48 h

M17 laktokoky 30°C, 48 h

PSE enterokoky 30°C, 48 h

Po kultivaci jednotlivych pid byly spocitany pocty kolonii a nasledné vypocitana hodnota

kolonie tvoficich jednotek (CFU) v 1 g.
5.2.2 MALDI TOF-MS

5.2.2.1 Priprava vzorki na identifikaci pomoci MALDI TOF-MS
Po vypoctu CFU/g byly vybrané kolonie nabrany sterilni klickou a okovany kiizovym
roztérem na rizné typy pud. Izolaty byly dale uchovavany a pfeockovavany pro ziskani

co nejCistsi kultury pro dalsi identifikaci. Kazdy izolat byl pfeoCkovan nejméné 8x.
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Ptiprava izolath pro identifikaci probihala tak, ze v Eppendorf zkumavce se do 150 pl
sterilni destilované vody, vyZzihanou klickou rozsuspendovaly kolonie z Cerstvé
narosten¢ho 24-hodinového agaru a nasledné bylo pfidano 450 pl 96 % ethanolu. Takto
piipravené eppendorfky byly dale pouzity pro identifikaci pomoci MALDI TOF-MS.

5.2.2.2 Priprava MALDI Matrice

Byl pfipraven zdsobni roztok (ZR) o slozeni: 50 % acetonitril (AN), 47,5 % voda a 2,5 %
trifluoroctova kyselina (TFA). Pro pfipravu jednoho ml ZR bylo napipetovano 500 pl
100 % AN, 475 pl destilované vody a 25 ul 100 % TFA do Eppendorf zkumavky a obsah
byl dikladné¢ promichan. Vlastni pfiprava roztoku MALDI Matrice byla provedena
tak, ze do jedné Eppendorf zkumavky s ,,HCCA matrix portioned* bylo ptfidano 250 pl
ZR, a cely obsah byl vortexovan, dokud nebyly krystaly matrice uplné rozpustény.

Ptedem pfipraveny vzorek byl centrifugovan po dobu 2 minut a nasledné byl slit
supernatant. Poté byl znovu centrifugovan a nakonec byl odstranén zbytek ethanolu
pipetovanim. K peletu bylo po n¢kolika minutovém schnuti pii pokojové teploté piidano
50 pul 70 % kyseliny mravenci a obsah byl dikladné promichan pipetovanim
a vortexovanim. Déle bylo pfiddno 50 pl AN a smés byla opét dikladné promichana.
Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu dvou minut. Na zavér byl 1 pl supernatantu
nakapan na MALDI desti¢ku. Thned po zaschnuti supernatantu byl supernatant prekryt 1 pl

roztoku MALDI matrice. Po zaschnuti, byl vzorek ptipraven k identifikaci.

5.2.2.3 Analyza pomoci MALDI TOF-MS

Analyza byla provedena pomoci systtmu MALDI TOF s hmotnostnim spektrometrem
Microflex LT. Identifikace mikroorganizmii a hmotnostni spektra byly zpracovana pomoci
syst¢ému MALDI Biotyper 3.0. Tento vypocet vychazi z porovnani podobnosti profilt
naméfenych hmotnostnim spektrometrem u neznamého vzorku s kmeny, které jsou

zaznamenany v referen¢ni knihovné.

5.2.2.4 Interpretace vysledki

Na zakladé hodnot skore je pozdéji uréena rodova a druhova identifikace vzorku. Mezni
hodnoty skore pii identifikaci byly v rozmezi 1 az 3, kdy v rozmezi 0,000 — 1,699 Slo
o nespolehlivou identifikaci, v rozmezi 1,700 — 1,999 §lo o pravdépodobnou identifikaci na
urovni rodu, v rozmezi 2,000 — 2,299 S§lo o s jistotou identifikovany rod, pravdépodobné

1druh a vrozmezi 2,300 — 3,000 Slo o vysokou pravdépodobnost druhové identifikace.
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Softwarem byly zaznamenavany dva druhy vysledku v ptipadé nespravné identifikace a to:

nespolehliva identifikace, nebo Zadné piky nenalezeny (nepiitomné méfici spektrum).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Pocty mikroorganizmi

Prvni ¢asti této diplomové prace bylo stanoveni pocty jednotlivych druhii mikroorganizmi
vyskytujicich se u listové zeleniny celkem 54 vzorkil. V pfiloze ¢. 1 jsou v souhrnu
uvedeny jednotlivé hodnoty CFU/g. Hodnoty byl stanoven celkovy pocet fakultativné
anaerobnich mezofilnich mikroorganizmti na padé¢ PCA, stafylokoki na MSA,
koliformnich mikroorganizmti na pidé¢ VRBA, plisni a kvasinek na pid¢ CHYGA
a laktobacilii na piidé¢ MRS.

6.1.1 Vzorky listové zeleniny izolované na jare roku 2019

Na jafe roku 2019 bylo shromézdéno celkem 15 vzorki listové zeleniny, kdy 13 z nich
bylo ziskano ve velkoobchodech na tizemi Zlinského okresu a 8 vzorkii v maloobchodech

na uzemi Vsetinského okresu.
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celkovy pocet
mikroorganizmil
7,0

laktobacily stafylokoky

koliformni

plisn¢ a kvasinky bakterie

Obr. 4: Izolované skupiny mikroorganizmti z jednotlivych ptud v log CFU/g (jaro 2019 — 1.

—zeli peking (C. 1)

—salat fimsky (¢. 2)

——salat hlavkovy (&. 3)

salat Lollo Rosso (€. 4)

—salat Lollo Biondo (€. 5)

—salat bio ledovy (€. 6)

—salat ledovy (¢. 7)

polovina)
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celkovy pocet
mikroorganizmt
7,0

- gsalat bio rucola (¢. 8)

—=salat bio polnicek (¢. 9)

bio baby Spenat (¢. 10)

laktobacily stafylokoky
salat hlavkovy (€. 11)
—salat ledovy (¢. 12)
—salat Rucola (¢. 13)
—baby Spenat (C. 14)
plisn¢ a kvasinky koliformni bakterie

= gsalat polnicek (¢. 15)

Obr. 5: Izolované skupiny mikroorganizmt z jednotlivych ptd v log CFU/g (jaro 2019 — 2. polovina)
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Celkovy pocéet mikroorganizmu — PCA

Na Obr. 4 a Obr. 5 jsou graficky zndzornény hodnoty log CFU/g u jednotlivych vzork,
které¢ byly izolovany na jafe roku 2019. Nejvyssi celkovy pocet mikroorganizmu byl
u vzorku ¢&islo 14, kdy se jednalo o baby $penat s hodnotou 3,4.10° CFU/g. Vysoké celkové
po¢ty mikroorganizmi byly zjistény u vzorkd saldt Lollo Biondo (vzorek ¢. 5), salat
hlavkovy (vzorek &. 11). U salatu hlavkového byla vypoétena hodnota 2,1.10° CFU/g
a u salatu Lollo Biondo 2,1.10°. Nejniz§i hodnota byla zjisténa u salatu ledového (vzorek
¢. 7) a to 1,4.10%. Celkovy pocet mikroorganizmti miize byt ovlivnén zejména zptisobem
baleni. Salat hlavkovy a salat Lollo Rosso byly distribuovany nebalené, zatimco ledovy
salat byl zabalen ve folii. Barros-Veldzquez (2016) popisuje baleni jako jeden z kli¢ovych
prvka pro zachovéni kvality, prodlouZzeni zivotnosti a zajiSténi mikrobidlni bezpecnosti

cerstvé a minimalné zpracované produkty. [62]

Pocet stafylokoku — MSA

Nejvyssi pocet stafylokokll z prvnich 15 vzorkl (viz Obr. 4, Obr. 5) byl zjistén u vzorku
¢islo 13. Jedna se o vzorek salatu rucoly pivodem z Itdlie, kde byla vypoctena hodnota
3,3.10° CFU/g. Podle normy CSN 56 9609, ktera popisuje mikrobiologicka kritéria
pro potraviny, je stanovena nejvy$§i mezni hodnota 10* v g pro Staphylococcus aureus
a dalsi kmeny koagulaza-pozitivnich stafylokokl v potravinach uréenych k pifimé spotiebe.
[63] Tato hodnota byla piekroCena i u dalSich 3 vzorki, kterymi jsou bio baby Spenat
(vzorek ¢&. 10) shodnotou 1,3.10° CFU/g, salat ledovy (vzorek ¢&. 12) s hodnotou
5,3.10° CFU/g a baby Spenat (vzorek &. 14) s hodnotou 2,2.10° CFU/g. Nejniz§i hodnota
byla zji§téna u salatu bio ledového (vzorek ¢&. 6) s hodnotou 2,0.10° CFU/g.

Pocet koliformnich bakterii - VRBA

Pocet koliformnich bakterii u prvnich 15 vzorki (viz Obr. 4, Obr. 5) byl velmi variabilni.
U vzorkt zeli peking (vzorek €. 1) a vzorku salat bio polnicek (vzorek €. 9) na selektivni
pidé VRBA nebyla zji§téna piitomnost této skupiny mikroorganizmi. Podle normy CSN
56 9609, ktera popisuje mikrobiologicka kritéria pro potraviny, definuje potraviny uréené
k pfimé spotieba takto: ,,potraviny uréené k ptimé spotiebé, kterymi se rozuméji potraviny
v nezménéném stavu, potraviny tepelné opracované, které se spotiebuji v teplém nebo
studeném stavu nebo po mikrovinném ohievu, potraviny upravené ke spotieb¢ ocisténim,
omytim, oloupanim, okrajenim, usuSenim, okyselenim, fermentaci a potraviny, které maji

byt podle navodu vyrobce pied spotfebou smichany s teplou nebo studenou tekutinou®.
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Pro tuto skupinu potravin je urcena piipustni hodnota pro koliformni bakterie jako
Escherichia coli a to 10* v1 g vzorku. [63] Vzhledem k tomu, Ze celkové podty
koliformnich bakterii zahrnuji rizné kmeny koliformnich bakterii, nelze s jistotou tvrdit
dle pouzit¢ ptudy, zda nékteré vzorky tuto hodnotu ptekrocily. Nejvyssi hodnota byla

Cv v

bio rucoly (vzorek ¢. 8) a to 2,7.10* CFU/g.

Pocet plisni a kvasinek - CHYGA

Nejnizsi pocet plisni a kvasinek (viz Obr. 4, Obr. 5) byl zjistén u zeli peking a to hodnota
1,1.10* CFU/g. Jde o vzorek ¢&. 1. Nejvyssi hodnota byla u salatu Lollo Biondo (vzorek
¢.5) a to 3,4.10° CFU/g. Quansah a kol. (2018) uvadgji vysledky studie pro méstskou
oblast v Accra Metropolis, Ghana, kde byla popsdna mikrobidlni jakost listové zeleniny
izolaci salmonely a stanovenim aerobnich bakterii, kvasinek a plisni, fekalnich
koliformnich bakterii a enterokokll. Pocet plisni a kvasinek byl u této zeleniny stanoven
na hodnotu 1,8.10* CFU/g. [66] Vysledky z této studie jsou fadové shodné, jako vysledky

této diplomové prace.

Pocet laktobacilu — MRS

Hodnoty poctu laktobacilti byly zjistény pouze u 7 vzorkl, kterymi jsou salat fimsky
(vzorek &. 2) shodnotou 2,0.10*> CFU/g, salat Lollo Biondo (vzorek ¢&. 5) s hodnotou
1,3.10° CFU/g, salat bio rucola (vzorek ¢&. 8) s hodnotou 4,0.10> CFU/g, salat hlavkovy
(vzorek ¢. 11) shodnotou 6,4.10° CFU/g, salat ledovy (vzorek & 12) shodnotou
8,0.10% CFU/g, salat rucola (vzorek ¢. 13) s hodnotou 8,3.10* CFU/g a baby $penét (vzorek
¢. 14) s hodnotou 3,3.10° CFU/g. Nejvyssi hodnota byla zjisténa u vzorku salat rucola
(vzorek €. 13) a nejnizsi u vzorku salat fimsky (vzorek €. 2). Pocet laktobacilii je mnoha
studiemi stanoven u riznych druhii zeleniny, a to zejména u fermentovanych druht,
ne vSak u zeleniny listové. Bylo by proto velmi zajimavé v této problematice pokracovat

a provest analyzy zaméfené zejména na piitomnost laktobacill u listové zeleniny.

6.1.2 Vzorky listové zeleniny izolované v 1été roku 2019

V 1été roku 2019 bylo shromazdéno celkem 20 vzorkt listové zeleniny, kdy 10 z nich bylo
ziskano ve velkoobchodech na tzemi Zlinského okresu, 8 vzorkd v maloobchodech
na izemi Vsetinského okresu a 2 vzorky byly ziskany ve velkoobchodech na uzemi

Vsetinského okresu.
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celkovy pocet
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8,0
7,0 ——salét Little Gem - zeleny (&. 17)
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salat Crispy - Cerveny (€. 19)
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—saldt fimsky (¢. 25)

Obr. 6: Izolované skupiny mikroorganizmi z jednotlivych ptd v log CFU/g (1éto 2019 — 1. polovina)
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celkovy pocet
mikroorganizmi
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—salat Little Gem - zeleny (¢. 26)

—salat ledovy (¢. 27)

—zeli peking (¢. 28)

zeli peking (€. 29)
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—salat ledovy (€. 30)

—galat ledovy (¢. 31)
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plisné a kvasinky bakterie ——salat polnitek (¢. 35)

Obr. 7: Izolované skupiny mikroorganizmu z jednotlivych ptud v log CFU/g (1éto 2019 — 2. polovina)
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Celkovy pocéet mikroorganizmu — PCA

Z Obr. 6 a Obr. 7 je ziejmé, ze hodnota celkového poctu mikroorganizmi se piili§ nelisi
a pohybuje se v fadech 10°-10° CFU/g. Pingulkar a kol. (2009) uvadéji vysledky studie
z mésta Bombaj v Indii, kde bylo testovano 26 vzorka listové zeleniny, se hodnota
celkového pocétu mikroorganizmi pohybovala vrozmezi 10°-10%8 CFU/g. [64]
Tato hodnota byla vyssi, coz mize byt zptisobeno podminkami pti skladovani a distribuci.
Nejvyssi hodnota byla zjisténa u vzorku salat polnicek (vzorek ¢. 35) pavodem z Italie
at04,5.10° CFU/g. Nejnizsi hodnota byla u salatu ledového (vzorek &. 27)
ato 4,2.10° CFU/g. Ve srovnani se vzorkem ¢. 7 (viz Obr. 4), kde se jednalo také o salat
ledovy, je tato hodnota o fad vyssi. Muze to byt zpiisobeno ro¢nim obdobim, ve kterém
byly vzorky zakoupeny. Vzorek €. 27 byl zakoupen v 1ét€ roku 2019, zatimco vzorek €. 7
byl zakoupen na jate roku 2019, kde je teplota obecné nizsi, a ne pfili§ privétiva pro rust

nékterych skupin mikroorganizmd.

Pocet stafylokoku — MSA

Z Obr. 6 a Obr. 7 je patrné, Ze nejvyssi hodnota stafylokokli byla zjisténa u vzorku zeli
peking (vzorek €. 28) pivodem z Madarska. Vypoctend hodnota u tohoto vzorku byla
3,3.10° CFU/g. Dalsi vysokymi hodnotami byly hodnoty u salatu Little Gem — &erveny
(vzorek ¢&. 16) 2,8.10° CFU/g, zeli peking (vzorek &. 29) 1,2.105 CFU/g a u vzorku salatu
Lollo Rosso (vzorek ¢. 32) 2,0.10° CFU/g. U téchto tif vzorkil byla piekroc¢ena piipustna
hodnota 10* CFU/g, ktera je uvedena v normé CSN 56 9609, ktera popisuje
mikrobiologickd kritéria pro potraviny. [63] Faour-Klingbeil a kol. (2016) sledovali
mikrobiologickou jakost 90 vzorkl salatové zeleniny z farem v rozvojovych zemich. Byl
stanoven podet stafylokokti na 2,5.10% CFU/g. [65] Ve srovnani s vysledky analyzovanych
vzorku této diplomové prace byly v rdmci studie dle Faour-Klingbeil a kol. (2016) zjiStény

pomérné vysoké pocty stafylokokd.

Pocet koliformnich bakterii - VRBA

Nejniz$i hodnota byla zjisténa u vzorku salatu Little Gem - zeleny (vzorek €. 17)
s hodnotou 6,5.10* CFU/g. Dale je ziejmé, Ze nejvyssi hodnota byla u vzorku salatu
Insalatina (vzorek €. 21) a to 1,2.10" CFU/g. Quansah a kol. (2018) porovnavali vzorky
listové zeleniny ziskané z farem a zriznych marketl. Pocet fekalnich koliformnich
bakterii u vzorktl, které byly ziskany pifimo z farem byla hodnota nizs§i nez u vzorku

z marketti. CFU/g u vzork@l z farem se pohybovalo kolem 2,1.10* CFU/g. A vzorky
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z marketi mély CFU/g kolem 1,8.10°. V riiznych studiich bylo zji§téno, Ze ptdy
kontaminované v dusledku pfedchozi expozice nedostate¢né nebo nekompostovanym
hnojem mohou vést ke kontaminaci zeleniny. Byly analyzovany fekalni koliformni formy
v nedostatecn¢ kompostovaném driitbezim hnoji a salatu péstovaném na pad¢é obohacené
hnojem. Hladina fekalnich koliformnich bakterii v nedostatecné kompostovaném driibezim

hnoji byla shledana srovnatelnou s Grovni bakterii na listové zelené zelening. [66]

Pocet plisni a kvasinek - CHYGA

v

hodnota byla zjiStétna u vzorkli na salatu hlavkového (vzorek ¢. 22) s hodnotou
8,5.10° CFU/g. Szczech a kol. (2018) uvadéji vysledky studie, kdy béhem vegeta¢niho
obdobi 2010-2014 bylo z certifikovanych farem odebrdno 600 organickych a 372
konvencnich vzorki. Zelenina byla analyzovana na aerobni mezofilni bakterie, kvasinky
aplisné, Enterobacteriaceae, koliformy a Escherichia coli podle polskych standardi.
Farmarsky prizkum byl proveden s cilem shromézdit informace o postupech tizeni farem.
Pocet kvasinek a plisni byl podobny pro organické a konvenéni kultivacéni systémy.
U kvasinek a plisni byla zji§téna hodnota pro organicky systém péstovani 1,2.10° CFU/g
apro konvenéni 6,3.10* CFU/g. [67] V normé CSN 56 9609, kterd popisuje
mikrobiologicka kritéria pro potraviny, jsou stanoveny nejvyssi mezni hodnoty (NMH) pro
kvasinky 10’na g a pro plisné je NMH stanovena jako ,.riist plisni viditelny pouhym
okem®. [63]

Pocet laktobacilu - MRS

Z Obr. 6 a Obr. 7 byly zjistény hodnoty CFU/g pouze u vzorku salat Little Gem — Cerveny
(vzorek &. 16) s hodnotou 7,6.10* CFU/g, vzorku salat Little Gem — zeleny (vzorek ¢&. 17)
s hodnotou 4,2.10* CFU/g, vzorku salat Insalatina (vzorek ¢&. 21) s hodnotou
1,9.10* CFU/g, vzorku salat Tendita (vzorek ¢. 24) s hodnotou 2,2.10* CFU/g, vzorku salét
fimsky (vzorek ¢&. 25) s hodnotou 5,1.10° CFU/g, vzorku salat Little Gem — zeleny (vzorek
¢. 26) shodnotou 2,0.10° CFU/g, vzorku salat ledovy (vzorek & 27) s hodnotou
3,0.102 CFU/g, vzorku salat Lollo Rosso (vzorek &. 32) s hodnotou 6,0.10*> CFU/g, vzorku
salat rucola (vzorek ¢&. 34) s hodnotou 8,3.10° CFU/g a u vzorku salat polnicek (vzorek
¢.35) - 1,0.10> CFU/g. Nejvyssi hodnota byla hodnota u vzorku salat Little Gem — &erveny

(vzorek €. 16) a nejniZsi u vzorku salat polnicek (vzorek €. 35).
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6.1.3 Vzorky listové zeleniny izolované na podzim roku 2019

Na podzim roku 2019 bylo shroméazdéno celkem 19 vzorku listové zeleniny, kdy 9 z nich
bylo ziskdno ve velkoobchodech na uzemi Vsetinského okresu. DalSich 10 vzorki bylo

ziskano ve velkoobchodech na uzemi Zlinského okresu.
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Obr. 8: Izolované skupiny mikroorganizmt z jednotlivych ptd v log CFU/g (podzim 2019 — 1. polovina)
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Obr. 9: Izolované skupiny mikroorganizmti z jednotlivych ptd v log CFU/g (podzim 2019 — 2. polovina)
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Celkovy pocéet mikroorganizmu — PCA

Celkovy pocet mikroorganizmli Nejvyssi pocet mikroorganizmt z Obr. 8§ a Obr. 9 byl
zjistén u vzorku zeli peking (vzorek ¢. 49). Hodnota u tohoto vzorku byla 3,6.107 CFU/g.
Tato hodnota byla ze vSech 54 vzorkdl nejvyssi. Vzorek pochazel z farmy v Ceské
republice a distributorem byl velkoobchod v okrese Zlin. Gorner a Valik (2004) uvadéji,
ze vysoky obsah celkovych pocti mikroorganizmi muze byt zpiisoben nezadoucim
mnozenim mikroorganizmt z divodu nepiiméiené doby skladovani. [80] Dalsi vzorky,

u nichz byla vypoctem urcena vysokd hodnota, a to u vzorku salat rucola (vzorek ¢. 36)

Cv v

v w7

Pocet stafylokoku — MSA

Nejvyssi hodnota 3 byla zjisténa u vzorku baby Spenat (vzorek ¢. 37) a to hodnota
3,1.10° CFU/g. Tato hodnota piekracuje piipustnou hodnotu 10* CFU/g dle normy
CSN 56 9609, ktera popisuje mikrobiologické kritéria pro potraviny. [63] Dal§imi vzorky,
které ptekracuji pfipustnou hodnotu, jsou vzorky saldt rucola (vzorek ¢. 36) s hodnotou
1,0.10° CFU/g, vzorek salat Lollo Rosso (vzorek &. 40) s hodnotou 1,2.10° CFU/g a vzorek
salat fimsky (vzorek &. 43) s hodnotou 1,1.10° CFU/g. Nejnizs$i hodnoty byly vypodteny
u vzorku salat ledovy (vzorek €. 47) a salat Little Gem — Cerveny (vzorek €. 51). U obou

vzorki byla zjisténa stejna hodnota 1,0.10> CFU/g.

Pocet koliformnich bakterii - VRBA

Na Obr. 8 byla nejvyssi hodnota u vzorku baby $penat (vzorek ¢. 37) a to 6,8.10” CFU/g.
Dalsi vysoka hodnota pro pocet koliformnich bakterii byla u vzorki salat rucola (vzorek
¢.36) 2,9.107 CFU/g a salat polni¢ek (vzorek ¢&. 53) 1,6.107 CFU/g. Nejnizsi hodnotou
z Obr. 8 a Obr. 9 byla hodnota vzorku salat fimsky (vzorek &. 38) a to 8,0.10° CFU/g.

ze Spanélska a distributorem byla velkoobchodni sit’ v okrese Vsetin.

Pocet plisni a kvasinek - CHYGA

v

s hodnotou 7,0.10° CFU/g. Moreira a kol. (2003) popsali zmény v populaci kvasinek
a plisni u listové zeleniny produkované organickymi i konven¢nimi metodami. Pocatecni

populace kvasinek a plisni se pohybovaly v rozmezi 1 — 3.10* CFU/g pro organicky
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1 konvenéni mangold. Podobné hodnoty uvadi i dalsi studie. Do 25. dne skladovani byly
populace kvasinek a plisni v organicky produkované listové zelenin& 1,5 — 6.10° CFU/g.
U konvenéné péstované bylo nalezeno mirné vyssi rozmezi 5.10° —1.10” CFU/g. [68]
Z Obr. 8 a Obr. 9 je zfejmé, Ze nejvyssi hodnota byla zjisténa u vzorku baby Spenat (vzorek
¢. 37) s hodnotou 7,3.10° CFU/g. Pokud tuto hodnotu porovname se studii, tak je mozné,
ze vzorek baby Spenatu byl taktéz po delsi dobu skladovan, nebot hodnota CFU/g
pro kvasinky byla vyssi.

Pocet laktobacili — MRS

Obr. 8 a Obr. 9 je zfejmé, ze pocet laktobacili byl zjistén u pouze 5 vzorkl. Jednd se
o vzorek salat rucola (vzorek ¢. 36) s hodnotou 1,2.10° CFU/g, vzorek baby $penat (vzorek
¢. 37) s hodnotou 1,0.10* CFU/g, vzorek salat fimsky (vzorek &. 39) s hodnotou 9,0.10?
CFU/g, vzorek salat Lollo Biondo (vzorek &. 41) s hodnotou 1,0.10?> CFU/g, vzorek salét
Little Gem - zeleny (vzorek ¢&. 44) s hodnotou 1,0.10> CFU/g a vzorek zeli peking (vzorek
¢. 49) - 2,0.10> CFU/g. Nejvyssi hodnota byla u vzorku baby $penat (vzorek ¢&. 37)

v v

& 44),

Porovnani vysledku podle obdobi jaro, 1éto, podzim

Nejvyssi celkovy pocet mikroorganizmi (CPM) ze vSech 54 vzorkil byl zjistén u zeli
peking (vzorek ¢&. 49) s hodnotou 3,6.107 CFU/g. Tento vzorek byl ziskdn na podzim roku
2019. V tomto obdobi se hodnoty CFU/g pohybovaly v rozmezi od 10* do 107 CFU/g.
Ve srovnani s obdobim jara, kde se hodnoty pohybovaly v rozmezi od 10* do 10° CFU/g
a ve srovnani s obdobim 1éta s hodnotami od 10° do 10° CFU/g, byly celkové podty
mikroorganizmi fadové nejrozmanitéjsi. Nejvyssi pocet stafylokokd byl zjistén u vzorku
salat rucola (vzorek ¢. 13) 3,3.10° CFU/g. Vzorek byl analyzovan na jafe roku 2019.
Vzorky ze viech obdobi mély fadové stejné hodnoty a to od 10° do 10° CFU/g. Z téchto
vysledkt 1ze fici, Ze ro¢ni obdobi nema zasadni vliv na pocet stafylokok u zeleniny.
Nejvyssi pocet koliformnich bakterii a nejvyssi pocet pro plisn€ a kvasinky byly ze vSech
54 vzorkil stanoveny u vzorku baby $penat (vzorek ¢. 37) a to s hodnotou 6,8.10" CFU/g
pro pocet koliformnich bakterii a 7,3.10° CFU/g pro pocet plisni a kvasinek. Tento vzorek
byl ziskan na podzim roku 2019. Stejné¢ jako u CPM byly podzimni hodnoty ze vSech

obdobi fadové nejvariabilngjsi. Nejvyssi pocet laktobacila byl u vzorku salat Little Gem —

erveny (vzorek ¢&. 16) s hodnotou 7,6.10* CFU/g.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

6.2 Identifikace mikroorganizmi pomoci MALDI TOF-MS

V této casti diplomové prace byly izolovany jednotlivé kolonie, které byly identifikovany

pomoci MALDI TOF-MS. Celkem bylo identifikovano 106 izolati z 54 vzorkl listové

zeleniny. Jednotlivé izolaty ve vztahu k vzorkl jsou uvedeny v pfiloze €. 2. Bylo ziskano

celkem 103 izolatd bakteridlnich kment, kde 103 bakterii bylo déle rozdéleno do 28 rodii

a 17 celedi (viz Tab. 6). Kvasinky byly identifikovany pouze v poctu 3 izolatl, patiici

do jedné ¢eledi i rodu. Pfitomnost plisni nebyla identifikaci prokazana.

Tab. 6: Taxonomie rodii izolovanych ze vzorki listové zeleniny.

Doména Celed Rod Pocet izolati

Pantoea 13

Enterobacter 7

Salmonella 3

Citrobacter 3

Enterobacteriaceae Kiebsiella 2

Escherichia 2

Serratia 2

Raoultella 1

Cronobacter 1

Ewingella 1

Bacillaceae Bacillus 2

Oceanobacillus 1

Micrococcacede Pseudarthrobacter 1

Bakterie Rocuria 1
Staphylococcaceae Staphylococcus 19
Pseudomonadaceae | Pseudomonas 18

Moraxellaceae Acinetobacter 7

Lactobacillaceae Lactobacillus 4

Flavobacteriaceae Chryseobacterium 3

Enterococcaceae Enterococcus 2
Peptostreptococcaceae | Peptostreptococcus 2

Streptococcacae Streptococcus 2

Tremellaceae Cryptococcus 1

Sphingomonadaceae | Sphingobium 1
Microbacteriaceae Curtobacterium 1

Alcaligenaceae Achromobacter 1

Listeriaceae Listeria 1

Leuconostocaceae Weissella 1

Kvasinky Saccharomycetaceae | Candida 3
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Z bakterii méla nejvetsi rodové zastoupeni Celed” Enterobacteriaceae, kde bylo izolovano
celkem 10 rodua a to Pantoea (13 izolatlh), Enterobacter (7 izolati) Salmonella (3 izolaty),
Citrobacter (3 izolaty), Klebsiella (2 izolaty), Escherichia (2 izolaty), Serratia (2 izolaty)
Raoultella (1 1izolat), Cronobacter (1 izolat) a Ewingella (1 izolat). Celkem bylo

identifikovano 35 izolata z ¢eledi Enterobacteriaceae.

Nejvetsi pocet izolatd byly bakterie rodu Pantoea a to zejména kmen Pantoea
agglomerans. Tyto bakterie byly izolovany ze vzorki salat hlavkovy (vzorek €. 3), salat
ledovy (vzorek €. 7), salat bio rucola (vzorek ¢. 8), salat rucola (vzorek €. 13), salat
Insalatina (vzorek ¢. 21), salat ledovy (vzorek €. 23), salat Tendita (vzorek ¢. 24), salat
fimsky (vzorek €. 25), salat Little Gem — zeleny (vzorek €. 26), salat ledovy (vzorek €. 30).
Vyskyt Pantoea agglomerans byl pomérmné vysoky. Al-Holy a kol. (2013) uvadéji
vysledky z oblasti Saudské Arabie, kde potvrzuji taktéZ velké mnozstvi bakteridlnich

kment rodu Pantoea, vyskytujici se u listové zeleniny. [72]

Z rodu Salmonella byly ziskédny celkem 3 kmeny ze vzorku salat bio polnicek (vzorek
¢. 9), salat hlavkovy (vzorek €. 11) a salat ledovy (vzorek €. 23). Dle platné legislativy,
kterou nyni je nafizeni ES ¢. 2073/2005 nesmi byt salmonely pfitomné ve 25 g vzorku.
[33] Vzhledem k tomuto limitu lze konstatovat, ze vzorky salat bio polnic¢ek (vzorek €. 9),
salat hlavkovy (vzorek €. 11) a salat ledovy (vzorek €. 23) tuto podminku nespliiuji. Aytac
a kol. (2010) sledovali bakterie rodu Salmonella jako kontaminantu listové zeleniny
produkované v méstskych a pfiméstskych zemédé€lskych polich s pfirozenym
zavlazovanim. Celkem 164 vzorkli obsahujicich rGzné listové zelené zeleniny bylo
nahodné odebranych z okolnich zemédélskych poli v tésné blizkosti Ankary v dobé 8
meésiclh mezi dubnem 2007 a listopadem 2007. Dva salaty byly na salmonelu pozitivni.
[69] Dle platné legislativy, kterou nyni je natizeni ES ¢. 2073/2005 nesmi byt salmonely

pfitomné ve 25 g vzorku. [33]

V listové zelenin€ byly taktéz tii kmeny rodu Citrobacter a to Citrobacter koseri u vzorkt
baby Spenat (vzorek €. 14), salat ledovy (vzorek €. 30), salat ledovy (vzorek ¢. 31). Dale
pak byly izolovany bakterie rodu Escherichia. Tango a kol. (2014) uvadéji, ze E. coli se
Casto pouziva jako indikator kontaminace, a proto byla zahrnuta do natizeni Evropské unie
tykajici se Cerstvych produktl k pfimé spotiebé zeleniny jako mikrobialni ukazatel kvality
zpracovani. [73] Escherichia coli byla identifikovana u dvou vzorkt, a to u vzorku salat
Lollo Rosso (vzorek €. 4) a salat bio polnicek (vzorek €. 9). Kim a kol. (2016) analyzovali

60 vzorki salat. Ze 17 agarovych desticek obsahujicich domnélé kolonie Escherichia coli
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byla potvrzena pouze jedna destiCka s Escherichia coli. VSech 16 falesné¢ pozitivnich
izolath bylo identifikovano jako bakterie rodu Citrobacter, které tvorily kolonie podobné

Escherichia coli. [70]

Dale byly z celedi Enterobacteriaceae izolovany dva rody bakterii Serratia a Ewingella.
Rod Serratia a zejména kmen Serratia fonticola byl zjistén u vzorku €. 13, kde se jedna

o Rucolu a u vzorku €. 24, kde se jedna o salat Tendita.

U dvou vzorkl byla zjisténa piitomnost bakterii rodu Bacillaceae. U vzorku salat Little
Gem — zeleny (vzorek €. 52) byly izolovany kmeny Bacillus simplex, Bacillus megaterium.
TylSova a kol. (2016) uvadeji, ze Bacillus cereus je typicky kontaminant zeleniny

pochazejici z pudy. [46]

Hojné zastoupenym rodem byl rod Staphylococcus. Identifikaci bylo uréeno celkem 19
izolatd. Jednotlivé kmeny byly identifikovany u riznych vzorkd. Kmen Staphylococcus
hominis byl identifikovan u vzorki zeli peking (vzorek €. 1), salat bio rucola (vzorek €. 8)
a salat ledovy (vzorek ¢. 12). Kmen Staphylococcus simulans byl identifikovan u vzorka

salat fimsky (vzorek €. 2), salat ledovy (vzorek €. 12) a salat Little Gem — zeleny (vzorek

(@

. 52). Kmen Staphylococcus xylosus byl identifikovan u vzorku salat bio ledovy (vzorek

(@]

. 6). Kmen Staphylococcus equorum byl identifikovan u vzorku salat bio rucola (vzorek

(@]

. 8) a salat Little Gem — zeleny (vzorek ¢. 17). Kmen Staphylococcus warneri byl
identifikovan u vzorku salat polnic¢ek (vzorek €. 15) a salat Tendita (vzorek €. 54). Kmen
Staphylococcus epidermidis byl identifikovan u vzorku salat Crispy — zeleny (vzorek
¢. 18), salat Crispy — Cerveny (vzorek ¢. 19). Kmen Staphylococcus lugdunensis byl
identifikovan u vzorku salat Crispy — zeleny (vzorek €. 18). Kmen Staphylococcus pasteuri
byl identifikovan u vzorku saldt hlavkovy (vzorek ¢. 22). Kmen Staphylococcus

haemolyticus byl identifikovan u vzorku salat Little Gem — Cerveny (vzorek €. 51).

Zajimavym vysledkem bylo zji§téni, Ze rod Staphylococcus se objevoval u vzorkd v bio
kvalité, které jsou obecné povazovany za zdravéjSi alternativy. Stejné tak se délo
1u dalSich bakterii, které by se nemély u zeleniny vyskytovat. V protikladu k tomuto
tvrzeni se zaroven objevuji hypotézy, Ze zelenina z ekologickych péstiren obsahuje vyssi
mnozstvi patogenil ve srovnani s konvencnim systémem péstovani. Tango a kol. (2014)
provedli velkou studii, kterd poptela tuto hypotézu, kdy byla shromazd’ovana listova
zelenina péstovand v organickych a konvencnich systémech z riznych oblasti v Koreji
a zkoumdna pomoci standardnich kultiva¢nich metod pro srovnani mikrobiologické kvality

produktu péstovaného ve dvou zemedélskych systémech. 354 vzorkl této listové zeleniny
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bylo analyzovano na hladiny indikatorovych bakterii (aerobni bakterie, koliformni formy a
Escherichia coli) a prevalenci patogent Staphylococcus aureus, E. coli O157: H7, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus a Salmonella. Aerobni bakterie a koliformy byly
detekovany ve vSech druzich zeleniny, ale nepatogenni E. coli byla ve vSech vzorcich pod
limitem detekce. B. cereus byl nejcastéjSim patogenem, ktery byl nalezen u 7 ze 63
organickych vzorkti Spendtu. Prevalence S. aureus byla nejvys§i v organickych
sezamovych listech; bylo zjisténo u 5 z 63 vzorka. Prevalence L. monocytogenes byla
nejvyssi u ekologického fimského salatu a Spenatu; bylo nalezeno ve 4 z 63 vzorkl
kazdého druhu zeleniny. E. coli O157: H7 byla identifikovéna pouze u 1 z 55 konven¢nich
vzorka Spendtu. Tyto vysledky naznacuji, ze typ chovu ovliviiuje hygienickou jakost

listové zeleniny jen nepatrné a na oblast odbéru vzorki nebyl zjistén zadny Uc€inek. [73]

Dalsim hojné¢ zastoupenym rodem byl rod Pseudomonas a Acinetobacter. Z rodu
Pseudomonas bylo ziskano celkem 18 izolatd. Mezi izolaty byly naptiklad kmeny
Pseudomonas  fluorescens, Pseudomonas libanensis, Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas lutea a dal§i. Tyto izolaty byly ziskany napf.
ze vzorkl saldt fimsky (vzorek ¢. 2), salat Lollo Rosso (vzorek €. 4), salat bio polni¢ek
(vzorek €. 9), salat hlavkovy (vzorek ¢. 22) a salat ledovy (vzorek ¢&. 50). Zrodu
Acinetobacter bylo ziskano celkem 7 izolatl s kmeny Acinetobacter junii a Acinetobacter
calcoaceticus ze vzorku salat Little Gem — Cerveny (vzorek ¢. 16), salat Little Gem —
zeleny (vzorek €. 17), salat ledovy (vzorek €. 23) a salat Tendita (vzorek €. 54). Federico
a kol. (2015) zhodnotili Gi¢innost antimikrobialnich peptidi pfi potlatovani mikrobialnich
rostlinnych kazii za podminek skladovani v chladu. Celkem 48 bakterialnich izolati bylo
odebrano ze zeleniny piipravené k jidlu a bylo identifikovano, ze se jednd o kmeny
Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas media, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas jessenii, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas putida,
a Pseudomonasoneae peaudonasonea. Tato studie potvrzuje, Ze tyto dva bakteridlni kmeny

jsou hojné zastoupenou bakterii, vyskytujici se u listové zeleniny. [74]

Méné zastoupeny byly rody Chryseobacterium, Enterococcus, Peptostreptococcus,
Streptococcus, Cryptococcus, Sphingobium, Curtobacterium, Achromobacter, Listeria

a Weissella.

Ze vzorkl byly ziskany kvasinky rodu Candida pattici do celedi Saccharomycetaceae.
Kmen Candida kefyr byl izolovan ze vzorku salat fimsky (vzorek ¢. 25) a ze vzorku zeli

peking (vzorek €. 49). Kmen Candida parapsilosis byl ziskdn ze vzorku cislo 32 Lollo
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Rosso. Neexistuje mnoho studii, které by prokazovali béznou ptitomnost kvasinek rodu
Candida na listové zeleniné. Oboh a kol. (2006) uvadéji vysledky studie tykajici se listové
zeleniny Struchium sparganophora, coz je zelena listova zelenina, ktera se v Nigérii hojn¢
pouzivd v polévkovych piipravcich ve zpracovanych a nezpracovanych formach.
Ethanolicky extrakt z listu obsahuje alkaloidy, tanin, saponiny, flobatannin, antrachinon
a glykosidy; dale ma extrakt vysokou antioxida¢ni aktivitu. Extrakt inhiboval rust
nekterych patogennich bakterii a hub jako Candida albicans, Penicillium sp.,
Saccharomyces cerevisiae, které byly na této zelenin¢ identifikovany. [75] Podle této
studie kvasinky nejsou pfili§ odolnym mikroorganizmem, coz dokazuje i tato diplomova

préce, kde z celkem 106 izolatl byly identifikovany pouze 3 kmeny kvasinek.
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ZAVER
Mikrobiologicka jakost je pojem, ktery pojednava o tom, do jaké miry je urCitd potravina
kontaminovana mikroorganizmy. Charakteristika mikroorganizmu je nezbytnd pro odhad

skladovatelnosti, vhodnost k lidské spotiebé, nebo k potvrzeni, Ze dana potravina splituje

nékteré mikrobiologické kritérium.

Cilem této diplomové prace byla obecna charakteristika mikroorganizmu, které se
na listové zeleniné vyskytuji a mohou tak negativné piisobit na jeji mikrobiologickou
jakost. Existuje mnoho cest, které¢ vedou ke kontaminaci at’ uz v prubéhu produkce, nebo

v pribéhu distribuce téchto druhti zeleniny.

Analyza byla provedena u celkem 54 vzorku listové zeleniny ziskané v maloobchodnich

a velkoobchodnich sitich na izemi okresu Vsetin a okresu Zlin.

Prvni ¢asti bylo zjisténi celkového poctu mikroorganizmi, a pocet mikroorganizmt
u dalSich skupin jako stafylokoky, koliformni mikroorganizmy, plisn¢ a kvasinky
a laktobacily. Z této analyzy byl nejvyssi celkovy pocet mikroorganizmt zjiStén u vzorku
zeli peking (vzorek & 49) shodnotou 3,6.107 CFU/g. Nejvyssi pocet stafylokokt byl
zjistén u vzorku salat rucola (vzorek ¢&. 13) 3,3.10° CFU/g. Nejvyssi pocet koliformnich
bakterii u vzorku baby $penat (vzorek ¢. 37) a to 6,8.107 CFU/g. Nejvyssi hodnota
pro plisné a kvasinky byla zjisténa u vzorku baby Spendt (vzorek ¢. 37) s hodnotou

7,3.10° CFU/g. Nejvyssi pocet laktobacilii byl u vzorku salat Little Gem — ¢erveny (vzorek

(@]

. 16) s hodnotou 7,6.10* CFU/g. Vzorky zeli peking (vzorek &. 49) a baby $penat (vzorek

(@]

37) byly analyzovany na podzim roku 2019, coz bylo obdobi, kdy byly pocty
jednotlivych skupin mikroorganizmi jako CPM, pocty koliformnich bakterii a pocty plisni
a kvasinek, pomérné vysoké. Dle platné legislativy (CSN 56 9609) poéty kvasinek a plisni
nepiekroCily nejvy$§i mezni hodnoty, avSak napf. vramci poctu stafylokokli byly

u nékterych vzorkil nejvyssi mezni hodnoty mirné€ vyssi.

Druhou ¢asti této diplomové prace byla identifikace jednotlivych mikroorganizml pomoci
metody MALDI TOF-MS. Celkem bylo ze vzorkli ziskdno 106 izolatl, kde identifikaci
bylo zjisténo, ze se jednalo o 103 bakteridlnich kment a 3 kmeny kvasinek. Pti identifikaci
byl zjistén velky pocet bakteridlnich kment rodu Staphylococcus v poctu 19 izolatl,
Pseudomonas v poctu 18 izolatl, Enterobacter v po¢tu 7 izolath a Pantoea v poctu 13

izolatl. Velmi zajimavym vysledkem byla ptitomnost Escherichia coli, nebot se jedna
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o bakterii, ktera se bézn¢ vyskytuje zejména v trdvicim traktu lidi a zvifat. Dale byly

identifikovany kvasinky rodu Candida.

Dalsim pozoruhodnym vysledkem bylo stanoveni pocti laktobacilii u celkem 23 z 54
vzorkl. Neexistuji témet zadné studie, které by uvadély a potvrzovaly pfitomnost téchto
mikroorganizmi u listové zeleniny, a proto by bylo zajimavé v tomto vyzkumu nadéle

pokracovat.

Zaveérem lze konstatovat, Ze i pfes to, Ze se zelenina fadi mezi zdravé a velmi preferované
potraviny, mohou se u ni objevovat i rizné druhy patogennich a podminéné patogennich
mikroorganizmi, které by mohly negativné ovlivnit lidské zdravi, a proto je dualezité,

aby tyto mikroorganizmy byly u listové zeleniny sledovany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AN  Acetonitril

TFA Kyselina trifluoroctova

ZR  Zasobni roztok

NMH Nejvyssi mezni hodnota

CPM Celkovy pocet mikroorganizmt
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PRILOHA C.I: HODNOTY CFU/G PRO JEDNOTLIVE PUDY

PCA MSA | VRBA | CHYGA | MRS

CFU/g | CFU/g | CFU/g | CFU/g | CFU/g

zeli peking (&. 1) 4,5.10* | 6,5.10° | <10® | 1,1.10* | <102
salat ¥Fimsky (&. 2) 1,8.10° | 5,5.10° | 8,1.10* | 1,6.10° | 2,0.10?
salat hlavkovy (&. 3) 1,6.10° | 2,4.10* | 2,4.10° | 2,0.10° | <10?
salat Lollo Rosso (€. 4) 9,1.10° | 4,0.10° | 1,2.10° | 1,3.10° | <107
salat Lollo Biondo (¢. 5) 2,1.10° | 2,2.10* | 1,7.10° | 3,4.10° | 1,3.10°
salat bio ledovy (&. 6) 4,7.10* | 2,0.10° | 2,4.10° | 4,8.10* | <102
salat ledovy (&. 7) 1,4.10* | 56.10° | 2,9.10° | 4,7.10* | <10?
salit bio rucola (¢. 8) 1,0.10° | 1,1.10° | 2,7.10* | 8,4.10* | 4,0.10
salit bio polniek (€. 9) 59.10° | 5,8.10° | <10° | 8,0.10° | <107
bio baby $penat (& 10) 2,1.10° | 1,3.10° | 1,2.10° | 1,4.10° | <10?
salat hlavkovy (&. 11) 2,1.10° | 2,9.10* | 7,5.10* | 2,5.10° | 6,4.10*
salat ledovy (&. 12) 6,8.10° | 5,3.10° | 5,3.10° | 6,4.10* | 8,0.10
salit Rucola (&. 13) 9,8.10° | 3,3.10° | 1,1.10° | 1,2.10° | 8,3.10*
baby $penat (. 14) 3,4.10° | 2,2.10° | 6,5.10° | 4,2.10° | 3,3.10°
salat polnitek (& 15) 1,0.10° | 2,1.10° | 9,3.10* | 1,0.10° | <107

salat Little Gem - Eerveny (&. 16) 1,5.10% | 2.8.10° | 6,6.10° | 3,3.10* | 7,6.10*

salat Little Gem - zeleny (&. 17) 43.10° | 5,8.10* | 6,5.10* | 1,0.10° | 4,2.10*

salat Crispy - zeleny (¢. 18) 1,1.10° | 4,4.10* | 9,8.10* | 4,2.10* <10?
salat Crispy - ¢erveny (&. 19) 1,5.10° | 4,7.10* | 7,4.10* | 5,9.10* | <10?
salat Little Gem - zeleny (¢&. 20) 4.0.10° | 5,6.10° | 2,3.10° | 1,4.10° <10?
salat Insalatina (¢&. 21) 7,4.10° | 3.8.10° | 1,2.107 | 1,5.10° | 1,9.10*
salat hlavkovy (€. 22) 7,5.10° | 2,9.10* | >10* 8,5.10° <10?
salat ledovy (€. 23) 8,1.10° | 2,7.10° | 1,2.10% | 2,7.10° <10?
salat Tendita (€. 24) 1,3.10° | 1,8.10* | 2,2.10° | 6,3.10° | 2,2.10*
salat Fimsky (€. 25) 9,9.10° | 2,3.10* | 7,4.10° | 5,9.10* | 5,1.10°
salat Little Gem - zeleny (. 26) 1,5.10% | 1,8.10° | 1,4.10° | 3,2.10° | 2,0.10%
Salat ledovy (€. 27) 42.10° | 5,0.10* | 8,5.10* | 4.4.10* | 3,0.10°
Zeli peking (. 28) 3,7.10° | 3,3.10° | 7,3.10° | 1,4.10% | <10?
Zeli peking (&. 29) 2,6.10° | 1,2.10° | 2,2.10° | 1,3.10° | <102
salat ledovy (¢. 30) 2,3.10% | 8,5.10* | >10* 7,9.10% <10?
salat ledovy (¢. 31) 1,8.10% | 3,0.10* | 1,6.10° | 2.5.10° <10?
salat Lollo Rosso (¢. 32) 2,2.10% | 2,0.10° >10* 2,1.10° | 6,0.10?

salat polni¢ek (&. 33) 4,5.10° | 1,3.10° | 1,5.10% | 7,1.10° | <102




PCA MSA | VRBA |CHYGA| MRS
CFU/g | CFU/g | CFU/g | CFU/g | CFU/g
salat rucola (€. 34) 3,2.10° | 3,4.10* | 1,4.10° | 4,1.10° | 8,3.10°
salat polnicek (€. 35) >10° 6,8.10° | 7,5.10° | 3,8.10° | 1,0.10?
salat rucola (¢. 36) >10° 1,0.10° | 2,9.107 | 4,2.10° | 1,2.10°
baby $penat (¢. 37) ~10° | 3,1.10° | 6,8.107 | 7,3.10° | 1,0.10*
salat Fimsky (€. 38) 1,1.10° | 9,8.10° | 8,0.10° | 1,2.10* <10?
salat hlavkovy (€. 39) 6,2.10° | 1,8.10% | 2,4.10° | 2,4.10* | 9,0.10?
salat Lollo Rosso (¢. 40) 1,0.10° | 1,2.10° | 5,6.10° | 3,7.10% <10?
salat Lollo Biondo (¢. 41) 1,1.10° | 3,2.10* | 6,0.10° | 1,8.10° | 1,0.10?
salat Fimsky (€. 42) 4,0.10° | 3,9.10* | 2,0.10° | 7,3.10* <10?
salat Fimsky (€. 43) 3,7.10° | 1,1.10° | 4,7.10% | 1,4.10° <10?
salat Little Gem - zeleny (&. 44) 2,9.10° | 3.8.10° | 9,7.10* | 5,3.10* | 1,0.10?
salat Little Gem - zeleny (&. 45) 1,1.10° | 4,1.10* | 1,5.10% | 1,3.10° | <10?
salat Little Gem - zeleny (&. 46) 8,5.10* | 6,6.10° | 8,1.10* | 4,0.10* | <10?
salat ledovy (€. 47) 1,4.10° | 1,0.10* | 1,8.10* | 7,0.10° <10?
zeli peking (¢. 48) 3,1.10° | 4,4.10* | 4,7.10° | 5,9.10* <10?
zeli peking (¢. 49) 3,6.107 | 1,3.10° | 1,3.10°% | 3,5.10° | 2,0.10?
salat ledovy (€. 50) 6,6.10° | 1,0.10° | 3,3.10% | 2,4.10° <10?
salat Little Gem - &erveny (& 51) 3,3.10° | 1,0.10% | 8,6.10° | 3,9.10° | <10?
salat Little Gem - zeleny (¢&. 52) 1,5.10% | 1,3.10° | 6,0.10% | 1,4.10° | <10?
salat polnicek (¢. 53) 1,3.107 | 1,1.10° | 1,6.107 | 1,3.10° <10?
salat Tendita (C. 54) 2,3.10° | 5,0.10° | 7,7.10° <10° <10?




PRILOHA C. 2: IDENTIFIKACE MIKROORGANIZMU POMOCI
MALDI TOF-MS

Cislo vzorku Druh Identifikovany mikroorganizmus

1 zeli peking Staphylococcus hominis

7 salét fimsky Staphylococcus szmula.ns
Pseudomonas koreensis

Pseudomonas mandelii

3 salat hlavkovy
Pantoea agglomerans

4 salit Lollo Rosso Pseua’o'mo'nas ﬂyorescens
Escherichia coli
5 salat Lollo Biondo |Pseudomonas brassicacearum

6 salat bio ledovy Staphylococcus xylosus

Pseudomonas viridiflava

7 salat ledovy Pantoea agglomerans
Pseudomonas extremorientalis

Pseudomonas libanensis
Pantoea agglomerans
Kocuria carniphila
Staphylococcus equorum

8 salat bio rucola Staphylococcus hominis
Enterococcus faecium
Pantoea agglomerans
Sphingobium herbicidovorans

Pantoea agglomerans

Pseudomonas corrugata
9 salat bio polnic¢ek | Escherichia coli
Salmonella sp.

10 bio baby Spenat Lactobacillus parabuchneri

Salmonella sp.
11 salat hlavkovy Cryptococcus magnus

Peptostreptococcus anaerobius

12 salat ledovy Staphylococcus hominis

Staphylococcus simulans

, Serratia fonticola
13 salat rucola fe

Pantoea agglomerans
14 baby $penat Citrobacter koseri

E t b t ld e
15 salat polnicek nierobacter tuawigi

Staphylococcus warneri
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Cislo vzorku

Druh

Identifikovany mikroorganizmus

16

salat Little Gem -
cerveny

Acinetobacter junii
Lactobacillus alimentarius

17

salat Little Gem -
zeleny

Staphylococcus equorum ssp.
equorum

Acinetobacter junii

18

salat Crispy - zeleny

Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus epidermidis

19

salat Crispy -
cerveny

Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas flavescens

20

salat Little gem -
zeleny

Chryseobacterium gleum

Streptococcus uberis
Klebsiella oxytoca

21

salat Insalatina

Enterobacter xiangfangensis

Pantoea sp.
Weissella cibaria

22

salat hlavkovy

Staphylococcus pasteuri

Raoultella ornithinolytica
Pseudomonas lutea

23

salat ledovy

Cronobacter sp.
Acinetobacter pittii
Pantoea agglomerans
Chryseobacterium joostei

Salmonella sp.
Streptococcus gallolyticus

24

salat Tendita

Enterobacter ludwigii
Listeria innocua
Pantoea agglomerans

Serratia fonticola
Lactobacillus murinus

25

salat fimsky

Enterobacter ludwigii
Enterobacter asburiae
Pantoea agglomerans

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii
Candida kefyr

26

salat Little Gem -
zeleny

Chryseobacterium joostei
Pantoea agglomerans

Lactobacillus paraplantarum
Enterobacter asburiae
Pantoea agglomerans



mhtml:file://C:/Users/PC%20Jakub/Downloads/Zlin%20(5).mht!file:///C:/Users/Admin/AppData/Roaming/Bruker Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/2019115Zlin.html#ID0E0EC0CA
mhtml:file://E:/MALDI-TOF/Zlin%20(6).mht!file:///C:/Users/Admin/AppData/Roaming/Bruker Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/2019115Zlin.html#ID0E0KC0CA
mhtml:file://F:/MALDI-TOF/Zlin%20(6).mht!file:///C:/Users/Admin/AppData/Roaming/Bruker Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/2019115Zlin.html#ID0E0WD0CA
mhtml:file://C:/Users/PC%20Jakub/Downloads/Zlin2%20(5).mht!file:///C:/Users/Admin/AppData/Roaming/Bruker Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/201991105Zlin2.html#ID0E01D0CA
mhtml:file://C:/Users/PC%20Jakub/Downloads/Zlin%20(5).mht!file:///C:/Users/Admin/AppData/Roaming/Bruker Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/2019115Zlin.html#ID0E0AB0CA

Cislo vzorku

Druh

Identifikovany mikroorganizmus

Staphylococcus succinus

27 salat ledovy
Pseudomonas oryzihabitans

28 zeli peking Enterobacter cloacae

30 salat ledovy Pantoea agglomerans
Citrobacter koseri

31 salat ledovy Citrobacter koseri
Pseudarthrobacter oxydans

37 salat Lollo Rosso Pseudomonas graminis
Klebsiella oxytoca
Candida parapsilosis

34 salat rukola Pseudomonas chlororaphis
Achromobacter piechaudii

49 zeli peking Enterococcus durans
Candida kefyr
Pseudomonas chlororaphis

50 salét ledovy Acinetobacter calcoaceticus
Pseudomonas graminis

51 galét Li’ttle Gem - Staphylococcus haemolyticus

cerveny Oceanobacillus caeni

Bacillus simplex
Bacillus megaterium

57 salat Little Gem - Pseudomonas oryzihabitans

zeleny Pseudomonas pertucinogena

Staphylococcus simulans
Ewingella americana

53 salat polnicek Pseudomonas brassicacearum
Acinetobacter calcoaceticus
Staphylococcus warneri
Peptostreptococcus anaerobius

54 salat Tendita

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Curtobacterium sp.




