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zdravi konzumentt. Potencialni nebezpeci by hrozilo
pouze v piipadé soucasné konzumace jinych na BA
bohatych potravin (zrajici syry, ryby, pivo, vino atd.)
(Halasz a kol., 1994, Shalaby, 1996; Spano a kol., 2010).

Polyaminy spermin a spermidin jsou pfirozenou soucasti
mléka, proto se jejich produkce obvykle nepfipisuje pfi-
tomnym mikroorganizmim, ale predpoklada se, Ze pochazi
z ptvodniho materidlu. Spermin byl v této studii detekovan
pouze v jednom bilém jogurtu (1,1 + 0,1 mg/kg). Hladiny
putrescinu se u kysanych mléénych vyrobkii pohybovaly
mezi 1,9 mg/kg a 26,1 mg/kg. Produkce putrescinu byva
casto spojovdna s cinnosti kontaminujicich mikroorga-
nizmu (Casto gramnegativnich). Lze tedy predpokladat, ze
obsah putrescinu u téchto vyrobku pochazi spise z dekar-
boxylazové Cinnosti pfitomnych mikroorganizmi, nez aby
pochédzel z mléka. Na druhou stranu je obsah putrescinu
u téchto vyrobkl niz$i nez napt. v syrech (Buiikova a kol.,
2010), protoze kysané mlécné vyrobky nejsou vhodnym
prostiedim pro rozvoj gramnegativnich bakterii.

V porovnani s dal§imi mléénymi vyrobky (napriklad zra-
jicimi syry), dosahuje mnozstvi BA v ndmi testovanych
vyrobcich o nékolik fadd nizSich hodnot (prakticky
<30 mg/kg). V pripadé zrajicich syrG se obsah BA muze
pohybovat i v jednotkdch grami na kilogram (Burnikova
a kol., 2010; Novella-Rodriguez a kol., 2003), Tento rozdil
je pravdépodobné zplisoben podminkami pii vyrobnim
procesu a skladovani. Kysané mlécné vyrobky prochazeji
procesem fermentace za teplot pfiznivych pro rist bakterii
a tvorbu BA jen po dobu nékolika mélo hodin. Poté jsou
zchlazeny a uchovéavany pri chladirenskych teplotach, které
nejsou optimalni pro rast mikroorganizmd a tudiZ ani pro
tvorbu BA. Také doba jejich pouZitelnosti a tim i doba, po
kterou mohou ve vyrobcich BA vznikat, je relativné kratka
a vétSinou nepresahuje 3 az 4 tydny.
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Immunomagnetic detection of pathogenic
microorganisms in cheeses

Abstrakt

V ¢lanku jsou popsany zdkladni principy imunomagne-
tické separace patogennich mikroorganismu v syrech. Jsou
uvedeny typické priklady provedenych analyz syru.

Klicova slova: imunomagnetickd separace, patogenni
mikroorganismy, syry, mlééné vyrobky, kontaminace

Abstract

Basic principles of immunomagnetic separations of
microbial pathogens in cheeses are described. The typical
examples of cheeses analyses are presented.

Uvod

Syry patii mezi vyznamné a zdravi prospésné potraviny;
jejich svétova vyroba i spotfeba maji vzristajici tendenci.
Stejné jako jiné potraviny, mohou byt i syry v nékterych
pfipadech kontaminovany fadou patogennich mikroorga-
nismu. Tato kontaminace mtize byt zpiisobena pritomnosti
patogennich mikroorganismi v mléku pouzitém pfi vyrobé
syra a jejich prezitim pfi vyrobé a skladovani syra. Dalsi
moznosti je kontaminace syri v procesu jejich vyroby
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Obr. 1 Typicky pfiklad imunomagnetické separace mikrobialnich patogend. Pfevzato z materigld firmy Dynal (nyni Invitrogen)

a skladovani. Vyznamna je zejména kontaminace bakterie-
mi  Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus a riznymi enterohemorhagickymi
kmeny Escherichia coli (Donnelly, 2004).

Potravinarska mikrobiologie musi byt schopna v co
nejkratsi dobé dodat informaci o pfitomnosti ¢i nepfitom-
nosti vybranych cilovych patogenti v analyzovanych pro-
duktech. Rychlost mikrobiologického rozboru je dulezita
zejména v pripadé analyzy potravin uréenych k piimé
konzumaci nebo ke konzumaci po minimalni kuchynské
uprave.

Magnetické nanocdstice a mikrocastice nachézeji
vyznamné uplatnéni v celé rfad€ aplikaci, pocinaje zaklad-
nim vyzkumem a konce progresivnimi technologiemi
(Safarik a Safarikova, 2009). Vyznamnou vlastnosti téchto
materiali je moZnost jejich uplatnéni i v fadé "klasickych"
oborti a technologii. V tomto c¢lanku bude pozornost
zaméfena na vyznamnou aplikaci magnetickych castic
v mlékarském vyzkumu, a sice na imunomagnetickou
detekci vyznamnych patogennich bakterii v syrech.

Pro wurychleni detekce vyznamnych patogennich
mikroorganismil v riznych matricich lze vyuzit fadu metod
(Mahdal a kol., 2011). Mezi nimi vyznamné misto zaujima
imunomagneticka separace a detekce, zaloZena na vyuZiti
magnetickych castic s imobilizovanymi specifickymi pro-
tilatkami (Safarik a Safarikova, 1999).

Obecny princip imunomagnetické separace

Standardni mikrobiologicky postup pro detekci pato-
gennich bakterii obvykle vyZaduje ¢tyfi kroky a nejméné
Ctyfi rizna kultivacni média; celkovy c¢as nezbytny pro
detekci cilovych bakterii je nékolik dna. Jednou
z moznosti, jak zkratit celkovou dobu stanoveni, je néhra-
da selektivniho kultiva¢niho nabohacovaciho kroku pos-
tupem nevyzadujicim kultivaci. Optimalni moZnosti je
vyuziti specifické imunomagnetické separace (IMS)
cilovych mikrobidlnich bunék pfimo z analyzovaného
vzorku, nebo z neselektivniho nabohacovaciho média;
vlastni separacni krok trva obvykle méné nezZ jednu hodi-
nu. Pro uspésné provedeni IMS je nezbytnd existence
vhodnych imunomagnetickych &astic, tj., magnetickych
Castic (nejcastéji o rozmérech v jednotkdch mikrometra),
na jejichzZ povrchu jsou imobilizovany protilatky proti

prislusnych epitoplim cilovych bunék. V nejcastéjSim
uspotradani (Obr. 1) se 25 g testovaného materidlu sus-
penduje ve 225 ml vhodného kultivacniho média a po
dobu 6 az 24 hodin probiha kultivace pfi vhodné teploté
(nejcastéji 37 nebo 41 °C). Poté je odebran 1 ml kulti-
vaéniho média a smichan s 10 nebo 20 ul suspenze pfi-
slusnych imunomagnetickych castic. Nasleduje 10 az
30 minutova inkubace, kdy dochazi k navazani cilovych
bunék na imunomagnetické cEastice (viz Obr. 2). Po
opakovaném promyti magnetickych ¢astic mohou byt
navazané mikrobidlni buniky nasledné identifikovany stan-
dardnimi mikrobiologickymi postupy, nebo vyuZitim
modernich technik. Kromé popsané standardni procedury
je rovnéZ mozné vyuzit systémy umoziujici soubéznou
imunomagnetickou separaci z vét§tho mnoZstvi vzorku;
prikladem tohoto systému je napf. pristroj BeadRetriever
(Invitrogen), ktery umoziiuje soucasnou separaci cilovych
patogent z 15 vzorka.

Imunomagneticka separace je Siroce vyuzivana zejména
v potravinafské, klinické, veterindrni a environmentalni
mikrobiologii. Ve srovnani se standardnimi kultivacnimi
metodami IMS umoziuje ziskat vysledky v krat§im case
a navic obvykle poskytuje vyssi pocet positivnich nalezi.
Pomoci IMS je rovnéZ mozno separovat a nasledné stanovit
subletalné poskozené cilové mikrobidlni burky.

Obr. 2 Priklad zachyceni bunék Escherichia coli O157 na
imunomagnetické cdstice Dynabeads anti - E. coli
0157. Prevzato z materiald firmy Dynal (nyni
Invitrogen).

v
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Tab. 1 Vybrané ukdzky vyuZiti imunomagnetickych technik pro detekci mikrobidlnich patogent v syrech

Patogen Analyzované vzorky = Magnetické éastice
Escherichia coli 026 | Syry ze syrového mléka | Dynabeads anti-E. coli 026
Escherichia coli 0157 | Syry Captivate 0157

Escherichia coli 0157 | MEékkeé syry Dynabeads anti-£. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Ruizné typy italskych syrti | Dynabeads anti-E. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Syry ze syrového mléka | Dynabeads anti-E. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Syry ze syrového miéka | Dynabeads anti-£. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Syry ze syrového mléka | Dynabeads anti-£. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Syry ze syrového miéka | Dynabeads anti-E. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Vzorky ze syrarny Dynabeads anti-£. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Mozzarella Dynabeads anti-£. coli 0157
Escherichia coli 0157 | Syry ze Slovenska Dynabeads anti-E. coli 0157
Mycobacterium avium | Syry ze syrového mléka | Magnetické ¢dstice s navé-
ssp. paratuberculosis zanou specifickou protildtkou

Nalez Citace
7 pozitivnich vzorki z 28 prirozené kontaminovanych | (Madic a kol., 2011)
vzork({i

Potvrzeni pritomnosti pathogenu v syrech
zodpoveédnych za epidemii ve Skotsku

(Ogden a kol., 2001)

8 ze 102 testovanych vzork bylo positivnich (Mora a kol., 2007)

Z&dny positivni nalez z nékolika set analyz (Conedera a kol., 2004)

Z4dny positivni nalez ze 153 testovanych vzorké (Vivegnis a kol., 1999 )

Zadny positivni ndlez ze 739 testovanych vzorkfl (Coia a kol., 2001)

Z&dny positivni nalez (Vernozy-Rozand a kol.,
1997)

Zadny positivni ndlez ze 68 testovanych vzorkfi (Delorme, 2008)

Z&dny positivni nalez ze 40 testovanych vzorkd (Bonardi a kol., 2000)

Zadny positivni nalez ze 510 testovanych vzorkd (Galiero a kol., 2005)

Nalezeno 5 pozitivnich vzorki slovenské bryndzy (Kovalikova a kol.,

2008)

Z4dny positivni nalez ze 143 testovanych vzorké (Stephan a kol., 2007)

IMS neovliviiuje Zivotaschopnost zachycenych bunék,
a proto magneticky separované buiiky mohou byt kul-
tivovany na selektivnich agarech nebo v tekutych zivnych
médiich a testovany standardnim zptsobem. Cilové buiky
zachycené na imunomagnetickych casticich mohou byt
rovnéZ detekovany pomoci impedanc¢nich technik, imuno-
chemicky (ELISA metody) apod. Vyznamna je moZnost
propojeni IMS s polymerazovou fetézovou reakci (PCR).
Tento proces kombinujici tyto dvé metody je nékdy
oznacovan jako MIPA (magnetic immuno PCR assay).
Vyznamnou ulohou IMS je rovnéZz odstranéni sloucenin
inhibujicich PCR ze vzorku, aniZ by doSlo ke ztraté
citlivosti, k ¢emuz dochazi v piipadé fedéni vzorku.
Oligonukleotidové sondy (primery) jsou specifické bud pro
cely cilovy rod (napf. detekce rtuznych kment rodu
Salmonella), nebo pro jednotlivé studované druhy a kmeny.
Rovnéz je mozno pouzit rizné modifikace PCR pro kombi-
naci obou pfistupl, napf. tzv. "nested" PCR proceduru
vyuzivajici dva sety primerta (Safarik and Safarikova, 1999).

Komeréné dostupné imunomagnetické céstice pro
stanoveni vybranych patogennich bakterii je moZno ziskat
od riiznych vyrobci, zejména od firmy Invitrogen; jedna se
zejména o ¢astice Dynabeads anti-Salmonella, Dynabeads
anti-E. coli 0157, Dynabeads EPEC/VTEC 026,
Dynabeads EPEC/VTEC 0103, Dynabeads EPEC/VTEC
Ol111, Dynabeads EPEC/VTEC 0145, Dynabeads anti-
Legionella a Dynabeads anti-Listeria. Uvedena firma
rovnéZ nabizi imunomagnetické Castice pro separaci para-
zitickych prvokd, napf. oocyst Cryptosporidium
(Dynabeads anti-Cryptosporidium) a soucasnou separaci
oocyst Cryptosporidium a cyst Giardia (Dynabeads GC-
Combo). Alternativné je moZno pouZit magnetické Castice
Captivate (026, 0103, O111, 0145, O157, Salmonella).

Detekce patogennich mikroorganismii v syrech
s vyuzitim IMS

Nejstarsi prace popisujici vyuziti IMS pro detekci bak-
teridlnich patogenti v syrech byly publikovany na zacatku

90 let minulého stoleti. Tyto prace byly zejména zaméreny
na optimalizaci celého procesu IMS a na porovnani
citlivosti a spolehlivosti IMS s klasickymi mikrobiologic-
kymi technikami. Ve vétsiné praci byla provadéna analyza
syrt po jejich inokulaci studovanym mikroorganismem. Do
soucasné doby bylo otiSténo ca 40 védeckych publikaci
zameétenych na IMS syru.

V soucasné dobé je zejména zajimavé studium
prirozeného vyskytu mikrobidlnich patogenti v syrech,
které jsou prevazné urceny pro pifimou spotfebu. Jak je
patrné z Tabulky I, znacna pozornost je zaméfena na vero-
toxigenni kmeny Escherichia coli vzhledem k tomu, Ze
zdravy skot je pfirozenym rezervoarem téchto
nebezpecnych bakterii, a mléko a mlécné vyrobky
umoziuji jejich dobry rtst (Voitoux a kol., 2002; Hussein a
Sakuma, 2005; Farrokh a kol., 2012). Je pozitivnim
zjiSténim, Ze ve vétSiné analyz provedenych s pomoci
imunomagnetickych castic nebyly tyto bakterie v analyzo-
vanych vzorcich syri nalezeny. Nicméné syry a ostatni
mlécné vyrobky mohou byt v fidkych piipadech zdrojem
zéavaznych onemocnéni (Farrokh a kol., 2012).

Uvedené priklady jasné dokumentuji diileZitost progre-
sivnich magnetickych materidld a technologii a jejich
uzitecné propojeni s mlékarenskym vyzkumem a vy-
robou.

Literatura:

BONARDI S., CHIAVARO E., MAGGI E. (2000): Comparison of the
immunomagnetic separation method (IMS) with an automated
immunoconcentration (VIDAS-ICE) system for detecting Escherichia
coli 0157 : H7 in bovine raw milk and unpasteurized cream. /Industrie
Alimentari, 39, s. 1123-1126.

COIA J.E., JOHNSTON Y., STEERS N.J., HANSON M.F. (2001): A survey
of the prevalence of Escherichia coli 0157 in raw meats, raw cow's
milk acid raw-milk cheeses in south-east Scotland. International
Journal of Food Microbiology 66, s. 63-69.

CONEDERA G., DALVIT P, MARTINI M., GALIERO G., GRAMAGLIA M.,
GOFFREDO E., LOFFREDO G., MORABITO S., OTTAVIANI D., PATERLI-
NI F, PEZZOTTI G., PISANU M., SEMPRINI P, CAPRIOLI A. (2004):
Verocytotoxin-producing Escherichia coli 0157 in minced beef and
dairy products in Italy. International Journal of Food Microbiology 96,
S. 67-73.

MLEKARSKE LISTY &. 134




VEDA, VYZKUM

DELORME S. (2008): Untersuchungen zum Nachweis von verotoxino-
genen E. coli (VTEC), speziell Serovar 0157, in Lebensmitteln
tierischen Ursprungs mit verschiedenen Anreicherungsverfahren. PhD
prdce, Justus-Liebig-Universitdt, GieBen, Némecko.

DONNELLY C.W. (2004): Growth and survival of microbial pathogens in
cheese. v: Cheese: Chemistry, Physics and Microbiology, Third edition
- Volume 1: General Aspects (PF. Fox, PL.H. McSweeney, T.M. Cogan,
T.P. Guinee, editori). Elsevier, s. 541-559.

FARROKH C., JORDAN K., AUVRAY F, GLASS K., OPPEGAARD H.,
RAYNAUD S., THEVENOT D., CONDRON R., DE REU K., GOVARIS A.,
HEGGUM K., HEYNDRICKX M., HUMMERJOHANN J., LINDSAY D.,
MISZCZYCHA S., MOUSSIEGT S., VERSTRAETE K., CERF 0. (2012):
Review of shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) and their sig-
nificance in dairy production. International Journal of Food
Microbiology, v tisku.

GALIERO G., MORENA C., CONEDERA G., CAPRIOLI A. (2005): Indagine
sulla presenza di Escherichia coli 0157 in mozzarella di bufala cam-
pana (A survey on Escherichia coli 0157 presence in Campania buffa-
lo mozzarella cheese). Industrie Alimentari, 44, s. 633-634.

HUSSEIN H.S., SAKUMA T. (2005): Invited review: Prevalence of shiga
toxin-producing Escherichia coli in dairy cattle and their products.
Journal of Dairy Science, 88, s. 450-465.

KOVALIKOVA M., PIPOVA M., KANTIKOVA M., KOZAROVA I., JANOSOVA
J., MARTONOVA M., KOVALIK M. (2008): Study on properties of
enterohaemorrhagic Escherichia coli 0157 isolates and their survival
under different conditions. Medycyna Weterynaryjna 64, s. 654-657.

MADIC J., VINGADASSALON N., DE GARAM C.P, MARAULT M.,
SCHEUTZ F., BRUGERE H., JAMET E., AUVRAY F. (2011): Detection of
Shiga toxin-producing Escherichia coli serotypes 026:H11, 0103:H2,
0111:H8, 0145:H28, and 0157:H7 in raw-milk cheeses by using mul-
tiplex real-time PCR. Applied and Environmental Microbiology, 77,
s. 2035-2041.

MAHDAL PK., BISWAS A K., CHOI K., PAL U.K. (2011): Methods for rapid
detection of foodborn pathogens: An overview. American Journal of
Food Technology, 6, s. 87-102.

MORA A., LEON S.L., BLANCO M., BLANCO J.E., LOPEZ C., DAHBI G.,
ECHEITA A., GONZALEZ E.A., BLANCO J. (2007): Phage types, viru-
lence genes and PFGE profiles of Shiga toxin-producing Escherichia coli
0157 : H7 isolated from raw beef, soft cheese and vegetables in Lima
(Peru). International Journal of Food Microbiology, 114, s. 204-210.

OGDEN 1.D., HEPBURN N.F., MACRAE M. (2001): The optimization of iso-
lation media used in immunomagnetic separation methods for the
detection of Escherichia coli 0157 in foods. Journal of Applied
Microbiology, 91, s. 373-379.

SAFARIK 1., SAFARIKOVA M. (1999): Use of magnetic techniques for the
isolation of cells. Journal of Chromatography B, 722, s. 33-53.

SAFARIK 1., SAFARIKOVA M. (2009): Magnetic nano- and microparticles
in biotechnology. Chemical Papers, 63, s. 497-505.

STEPHAN R., SCHUMACHER S., TASARA T, GRANT LR. (2007):
Prevalence of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in
swiss raw milk cheeses collected at the retail level. Journal of Dairy
Science, 90, s. 3590-3595.

VERNOZY-ROZAND C., MAZUY C., RAY-GUENIOT S., BOUTRANDLOEI S.,
MEYRAND A., RICHARD Y. (1997): Detection of Escherichia coli 0157
in French food samples using an immunomagnetic separation method
and the VIDAS™ E. coli 0157. Letters in Applied Microbiology, 25,
s. 442-446.

VIVEGNIS J., LIOUI M.E., LECLERCQ A., LAMBERT B., DECALLONNE J.
(1999): Detection of Shiga-like toxin producing Escherichia coli from
raw milk cheeses produced in Wallonia. Biotechnology, Agronomy,
Society and Environment, 3, s. 159-164.

VOITOUX E., LAFARGE V., COLLETTE C., LOMBARD B. (2002):
Applicability of the draft standard method for the detection of
Escherichia coli 0157 in dairy products. International Journal of Food
Microbiology, 77, s. 213-221.

Prijato do tisku 9. 9. 2012
Lektorovdno 20. 9. 2012

Kontaktni adresa:

Prof. Ing. Ivo Safafik, DrSc.

Oddéleni nanobiotechnologie

Ustav nanobiologie a strukturni biologie CVGZ AVCR, v.v.i.
Na Séadkéch 7, 370 05 Ceské Budgjovice

SYRY A ANALOGOVE VYROBKY:
DOTAZNIKOVY PRUZKUM

Hasoriova, L., Samkova, E.", Joklova, V.", Jizl, M.?

" JihoGeska univerzita v Ceskych Budsjovicich,
Zemeédelska fakulta, Studentska 13,
370 05 Ceské Budéjovice

2 Mendelova univerzita v Brné, Agronomicka fakulta,
Zemeédelska 1, 613 00 Brno

Cheese and their analogues: a questionnaire
survey

Abstrakt

Spotrebitel se v posledni dobé citi byt ze vSech stran
klaman, presto dava prednost levnéjSim potravinam.
Poptavka po levnéjSich produktech neklesd, ac se
spotfebitelé cCasto boufi proti rdznym nahrazkdm
a chemickym latkdm. V pfipadé jakosti analogovych
vyrobkti je jasné, Ze nedosahuji hodnoty tradi¢niho
vyrobku. Spotrebitel Casto necte, nebo nerozumi jed-
notlivym terminim na obalu vyrobku. Analogové vyrobky
podléhaji stejnym poZadavkiim na zdravotni nezavadnost,
problémem pro zdkaznika je jejich moznd zaména
v obchodni siti a poté jeho roz€arovani ve vztahu vlastniho
chapani kvality a ceny. Pfedmétem prizkumu bylo zjistit,
jaké je mezi potencidlnimi konzumenty povédomi o analo-
govych vyrobcich, jak casto ctou informace na obalu
vyrobku a zda jim rozumi.

Klicova slova: syr, analogovy vyrobek, spotiebitel,
dotaznik

Abstract

Recently, consumers feel to be generally deceived, howe-
ver, in spite of such sense they prefer cheaper foods. The
demand for low-cost foods has been stable in spite of con-
sumers mistrust to various substitutes and chemical ingre-
dients. It is evident that cheese analogues have a lower
quality and value than original products. Consumers often
do not read or do not understand information on labels.
Analogues must meet the same food safety requirements.
However, the analogues can be mistaken by consumers”
selection in stores. Consumers can be then disappointed by
prise - quality relation, non-complying with their demands.
In this paper there are given the results of a questionnaire
survey on consumers~ knowledge of cheese analogues and
utilisation and understanding of label information.

Keywords: cheese, analogues, consumer, questionnaire

Uvod

Syry predstavuji odnepaméti, diky svym smyslovym
vlastnostem i pfiznivym u¢inkiim na lidsky organismus,

Vi
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