
zdraví konzumentů. Potenciální nebezpečí by hrozilo
pouze v případě současné konzumace jiných na BA
bohatých potravin (zrající sýry, ryby, pivo, víno atd.)
(Halász a kol., 1994, Shalaby, 1996; Spano a kol., 2010).

Polyaminy spermin a spermidin jsou přirozenou součástí
mléka, proto se jejich produkce obvykle nepřipisuje pří-
tomným mikroorganizmům, ale předpokládá se, že pochází
z původního materiálu. Spermin byl v této studii detekován
pouze v jednom bílém jogurtu (1,1 ± 0,1 mg/kg). Hladiny
putrescinu se u kysaných mléčných výrobků pohybovaly
mezi 1,9 mg/kg a 26,1 mg/kg. Produkce putrescinu bývá
často spojována s činností kontaminujících mikroorga-
nizmů (často gramnegativních). Lze tedy předpokládat, že
obsah putrescinu u těchto výrobků pochází spíše z dekar-
boxylázové činnosti přítomných mikroorganizmů, než aby
pocházel z mléka. Na druhou stranu je obsah putrescinu
u těchto výrobků nižší než např. v sýrech (Buňková a kol.,
2010), protože kysané mléčné výrobky nejsou vhodným
prostředím pro rozvoj gramnegativních bakterií.

V porovnání s dalšími mléčnými výrobky (například zra-
jícími sýry), dosahuje množství BA v námi testovaných
výrobcích o několik řádů nižších hodnot (prakticky
<30 mg/kg). V případě zrajících sýrů se obsah BA může
pohybovat i v jednotkách gramů na kilogram (Buňková
a kol., 2010; Novella-Rodríguez a kol., 2003), Tento rozdíl
je pravděpodobně způsoben podmínkami při výrobním
procesu a skladování. Kysané mléčné výrobky procházejí
procesem fermentace za teplot příznivých pro růst bakterií
a tvorbu BA jen po dobu několika málo hodin. Poté jsou
zchlazeny a uchovávány při chladírenských teplotách, které
nejsou optimální pro růst mikroorganizmů a tudíž ani pro
tvorbu BA. Také doba jejich použitelnosti a tím i doba, po
kterou mohou ve výrobcích BA vznikat, je relativně krátká
a většinou nepřesahuje 3 až 4 týdny. 
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Immunomagnetic detection of pathogenic
microorganisms in cheeses

Abstrakt

V článku jsou popsány základní principy imunomagne-
tické separace patogenních mikroorganismů v sýrech. Jsou
uvedeny typické příklady provedených analýz sýrů. 

Klíčová slova: imunomagnetická separace, patogenní
mikroorganismy, sýry, mléčné výrobky, kontaminace

Abstract

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

Úvod

Sýry patří mezi významné a zdraví prospěšné potraviny;
jejich světová výroba i spotřeba mají vzrůstající tendenci.
Stejně jako jiné potraviny, mohou být i sýry v některých
případech  kontaminovány řadou patogenních mikroorga-
nismů. Tato kontaminace může být způsobena přítomností
patogenních mikroorganismů v mléku použitém při výrobě
sýra a jejich přežitím při výrobě a skladování sýra. Další
možností je kontaminace sýrů v procesu jejich výroby
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a skladování. Významná je zejména kontaminace bakterie-
mi Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus a různými enterohemorhagickými
kmeny Escherichia coli (Donnelly, 2004).

Potravinářská mikrobiologie musí být schopna v co
nejkratší době dodat informaci o přítomnosti či nepřítom-
nosti vybraných cílových patogenů v analyzovaných pro-
duktech. Rychlost mikrobiologického rozboru je důležitá
zejména v případě analýzy potravin určených k přímé
konzumaci nebo ke konzumaci po minimální kuchyňské
úpravě. 

Magnetické nanočástice a mikročástice nacházejí
významné uplatnění v celé řadě aplikací, počínaje základ-
ním výzkumem a konče progresivními technologiemi
(Safarik a Safarikova, 2009). Významnou vlastností těchto
materiálů je možnost jejich uplatnění i v řadě "klasických"
oborů a technologií. V tomto článku bude pozornost
zaměřena na významnou aplikaci magnetických částic
v mlékařském výzkumu, a sice na imunomagnetickou
detekci významných patogenních bakterií v sýrech. 

Pro urychlení detekce významných patogenních
mikroorganismů v různých matricích lze využít řadu metod
(Mahdal a kol., 2011). Mezi nimi významné místo zaujímá
imunomagnetická separace a detekce, založená na využití
magnetických částic s imobilizovanými specifickými pro-
tilátkami (Safarik a Safarikova, 1999). 

Obecný princip imunomagnetické separace

Standardní mikrobiologický postup pro detekci pato-
genních bakterií obvykle vyžaduje čtyři kroky a nejméně
čtyři různá kultivační média; celkový čas nezbytný pro
detekci cílových bakterií je několik dnů. Jednou
z možností, jak zkrátit celkovou dobu stanovení, je náhra-
da selektivního kultivačního nabohacovacího kroku pos-
tupem nevyžadujícím kultivaci. Optimální možností je
využití specifické imunomagnetické separace (IMS)
cílových mikrobiálních buněk přímo z analyzovaného
vzorku, nebo z neselektivního nabohacovacího média;
vlastní separační krok trvá obvykle méně než jednu hodi-
nu. Pro úspěšné provedení IMS je nezbytná existence
vhodných imunomagnetických částic, tj., magnetických
částic (nejčastěji o rozměrech v jednotkách mikrometrů),
na jejichž povrchu jsou imobilizovány protilátky proti

příslušných epitopům cílových buněk. V nejčastějším
uspořádání (Obr. 1) se 25 g testovaného materiálu sus-
penduje ve 225 ml vhodného kultivačního média a po
dobu 6 až 24 hodin probíhá kultivace při vhodné teplotě
(nejčastěji 37 nebo 41 °C). Poté je odebrán 1 ml kulti-
vačního média a smíchán s 10 nebo 20 μl suspenze pří-
slušných imunomagnetických částic. Následuje 10 až
30 minutová inkubace, kdy dochází k navázání cílových
buněk na imunomagnetické částice (viz Obr. 2). Po
opakovaném promytí magnetických částic mohou být
navázané mikrobiální buňky následně identifikovány stan-
dardními mikrobiologickými postupy, nebo využitím
moderních technik. Kromě popsané standardní procedury
je rovněž možné využít systémy umožňující souběžnou
imunomagnetickou separaci z většího množství vzorků;
příkladem tohoto systému je např. přístroj BeadRetriever
(Invitrogen), který umožňuje současnou separaci cílových
patogenů z 15 vzorků. 

Imunomagnetická separace je široce využívána zejména
v potravinářské, klinické, veterinární a environmentální
mikrobiologii. Ve srovnání se standardními kultivačními
metodami IMS umožňuje získat výsledky v kratším čase
a navíc obvykle poskytuje vyšší počet positivních nálezů.
Pomocí IMS je rovněž možno separovat a následně stanovit
subletálně poškozené cílové mikrobiální buňky.   
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Obr. 1 Typický příklad imunomagnetické separace mikrobiálních patogenů. Převzato z materiálů firmy Dynal (nyní Invitrogen)

Obr. 2 Příklad zachycení buněk Escherichia coli O157 na
imunomagnetické částice Dynabeads anti - E. coli
O157. Převzato z materiálů firmy Dynal (nyní
Invitrogen). 
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IMS neovlivňuje životaschopnost zachycených buněk,
a proto magneticky separované buňky mohou být kul-
tivovány na selektivních agarech nebo v tekutých živných
médiích a testovány standardním způsobem. Cílové buňky
zachycené na imunomagnetických částicích mohou být
rovněž detekovány pomocí impedančních technik, imuno-
chemicky (ELISA metody) apod. Významná je možnost
propojení IMS s polymerázovou řetězovou reakcí (PCR).
Tento proces kombinující tyto dvě metody je někdy
označován jako MIPA (magnetic immuno PCR assay).
Významnou úlohou IMS je rovněž odstranění sloučenin
inhibujících PCR ze vzorku, aniž by došlo ke ztrátě
citlivosti, k čemuž dochází v případě ředění vzorku.
Oligonukleotidové sondy (primery) jsou specifické buď pro
celý cílový rod (např. detekce různých kmenů rodu
Salmonella), nebo pro jednotlivé studované druhy a kmeny.
Rovněž je možno použít různé modifikace PCR pro kombi-
naci obou přístupů, např. tzv. "nested" PCR proceduru
využívající dva sety primerů (Safarik and Safarikova, 1999). 

Komerčně dostupné imunomagnetické částice pro
stanovení vybraných patogenních bakterií je možno získat
od různých výrobců, zejména od firmy Invitrogen; jedná se
zejména o částice Dynabeads anti-Salmonella, Dynabeads
anti-E. coli O157, Dynabeads EPEC/VTEC O26,
Dynabeads EPEC/VTEC O103, Dynabeads EPEC/VTEC
O111, Dynabeads EPEC/VTEC O145, Dynabeads anti-
Legionella a Dynabeads anti-Listeria. Uvedená firma
rovněž nabízí imunomagnetické částice pro separaci para-
zitických prvoků, např. oocyst Cryptosporidium
(Dynabeads anti-Cryptosporidium) a současnou separaci
oocyst Cryptosporidium a cyst Giardia (Dynabeads GC-
Combo). Alternativně je možno použít magnetické částice
Captivate (O26, O103, O111, O145, O157, Salmonella). 

Detekce patogenních mikroorganismů v sýrech
s využitím IMS

Nejstarší práce popisující využití IMS pro detekci bak-
teriálních patogenů v sýrech byly publikovány na začátku

90 let minulého století. Tyto práce byly zejména zaměřeny
na optimalizaci celého procesu IMS a na porovnání
citlivosti a spolehlivosti IMS s klasickými mikrobiologic-
kými technikami. Ve většině prací byla prováděna analýza
sýrů po jejich inokulaci studovaným mikroorganismem. Do
současné doby bylo otištěno ca 40 vědeckých publikací
zaměřených na IMS sýrů. 

V současné době je zejména zajímavé studium
přirozeného výskytu mikrobiálních patogenů v sýrech,
které jsou převážně určeny pro přímou spotřebu. Jak je
patrné z Tabulky I, značná pozornost je zaměřena na vero-
toxigenní kmeny Escherichia coli vzhledem k tomu, že
zdravý skot je přirozeným rezervoárem těchto
nebezpečných bakterií, a mléko a mléčné výrobky
umožňují jejich dobrý růst (Voitoux a kol., 2002; Hussein a
Sakuma, 2005; Farrokh a kol., 2012). Je pozitivním
zjištěním, že ve většině analýz provedených s pomocí
imunomagnetických částic nebyly tyto bakterie v analyzo-
vaných vzorcích sýrů nalezeny. Nicméně sýry a ostatní
mléčné výrobky mohou být v řídkých případech zdrojem
závažných onemocnění (Farrokh a kol., 2012). 

Uvedené příklady jasně dokumentují důležitost progre-
sivních magnetických materiálů a technologií a jejich
užitečné propojení s mlékárenským výzkumem a vý-
robou. 
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Tab. 1 Vybrané ukázky využití imunomagnetických technik pro detekci mikrobiálních patogenů v sýrech 
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Cheese and their analogues: a questionnaire
survey

Abstrakt

Spotřebitel se v poslední době cítí být ze všech stran
klamán, přesto dává přednost levnějším potravinám.
Poptávka po levnějších produktech neklesá, ač se
spotřebitelé často bouří proti různým náhražkám
a chemickým látkám. V případě jakosti analogových
výrobků je jasné, že nedosahují hodnoty tradičního
výrobku. Spotřebitel často nečte, nebo nerozumí jed-
notlivým termínům na obalu výrobku. Analogové výrobky
podléhají stejným požadavkům na zdravotní nezávadnost,
problémem pro zákazníka je jejich možná záměna
v obchodní síti a poté jeho rozčarování ve vztahu vlastního
chápání kvality a ceny. Předmětem průzkumu bylo zjistit,
jaké je mezi potenciálními konzumenty povědomí o analo-
gových výrobcích, jak často čtou informace na obalu
výrobků a zda jim rozumí. 

Klíčová slova: sýr, analogový výrobek, spotřebitel,
dotazník

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

Úvod

Sýry představují odnepaměti, díky svým smyslovým
vlastnostem i příznivým účinkům na lidský organismus,
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