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ABSTRAKT

Podle Natizeni Komise Evropska unie (EU) ¢. 37/2010 je stanoven maximalni limit
rezidui antibiotik v dribezim mase. Konzumace potravin, které obsahuji nadmérné
mnozstvi rezidui antibiotik, mize vyvolat rezistenci nékterych kmenti mikroorganismut
vuci urcitym skupinam antibiotik, hypersenzitivni reakce a zniceni piirozené stievni
mikroflory. Tato studie je zaméfena na posouzeni rezidui antibiotik v driibezim mase
screeningovou metodou Premi® Test (R-Biopharm AG, Némecko). Byla také
hodnocena mikrobiologickd kontaminace dribeziho masa, se zaméfenim na rizné
skupiny mikroorganismti v zéavislosti na pivodu driibeze, podminkach skladovani a
anatomické c¢asti. Z mikrobiologickych ukazateli byl stanoven celkovy pocet
mikroorganismti, pocet psychrotrofnich mikroorganismua , E. coli, koliformnich
mikroorganisma, plisni a kvasinek. Vzorky pochazely z Ceské republiky a EU. Maso

bylo chlazené a mrazené, jednalo se o prsni a stehenni svalovinu.

Klic¢ova slova: rezidua veterindrnich léciv, antibiotika, mikrobiologie, driibezi maso,

kureci maso



ABSTRACT

The Commission Regulation European Union (EU) no. 37/2010 laid down the
maximum amount of antibiotics in poultry meat. Consuming foods that contain
excessive amount of antibiotic residues may cause resistance of certain strains of
microorganisms towards certain groups of antibiotics, hypersensitive reactions and
destruction the natural intestinal microflora. This study aimed to the assessment of
antibiotic residues in poultry meat by screening method Premi® Test (R-Biopharm AG,
Germany). We also determined the microbiological contamination in poultry meat that
aimed at different groups of microorganisms depending on the origin of poultry, storage
and anatomical parts. The groups of microorganisms were evaluated by the total viable
count, count psychrotrophic microorganisms, E. coli, coliform microorganisms, fungi
and yeasts. The samples came from the Czech Republic and the EU. The meat was

chilled and frozen, breast and thigh muscle.

Key words: residues of veterinary drugs, antibiotics, microbiology, poultry meat,

chicken
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1 UVOD

Rezidua inhibi¢nich latek, jsou zbytkova mnozstvi veterinarnich 1éciv. Ty jako
kontaminanty ptechazejicich z krmiv do jate¢né opracovanych tél dribeze. V chovech
se pouzivaji jako terapeutické prostfedky pro léCeni nakaz, nebo jako preventivni
prostredky podévané v subterapeutickych davkach. Nedodrzenim ochrannych lhit
dochdzi ke kontaminaci potravin rezidui téchto latek a potravina tak nemulze byt
nabizena k prodeji. Stanoveni téchto rezidui screeningovymi metodami je rychly a
ucinny postup jejich detekce vsouladu shodnotami maximalnich limitu rezidui
stanovenych Evropskou komisi.

Konzumace potravin s prekroenymi hodnotami maximalnich limitd rezidui
veterindrnich 1é¢iv mize vést k vyvoji rezistence proti antibiotikiim, poruseni pfirozené
sttevni mikroflory, nebo precitlivélé reakei u citlivych jedinc.

Dribezi maso je mikrobiologicky citliva komodita, ktera diky nizké acidité, vysoké
aktivit¢ vody a pfistupu zivin je vhodnym prostifedim pro rist a mnoZeni
mikroorganismli. Mikrobiologické hodnoceni dribeziho masa mé& vyznam pro
posuzovani ptenosu patogennich mikroorganismt na ¢lovéka. Dale jako posouzeni miry
fekalniho znecisténi béhem procesu opracovani jateCnych tél a Cistoty vyrobniho
zaiizeni. Rizenim systému kritickych kontrolnich bodii a dodrzovanim spravné vyrobni

a hygienické praxe je mozné dosahnou kvalitniho a bezpecného produktu.



r

2 CIL

Cilem préace bylo vypracovani literarni reSerSe o problematice vyskytu a stanoveni
rezidui inhibi¢nich latek a vybranych skupin mikroorganismi v mase driibeze. Zameéfit
se pfitom na stanoveni rezidui antibiotik screeningovymi metodami a soucasné provést
mikrobiologicky rozbor u vzorkii dribeziho masa. Vysledky nésledné zpracovat,

vyhodnotit a porovnat s legislativou.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 POUZITI VETERINARNICH LECIV V CHOVU DRUBEZE

V chovu driibeze se pouzivaji anabolické steroidy, sedativa a antibiotika. Pouzivaji
se bud’ jako riistové stimuldtory pro zvyseni produkce vynost, nebo jako terapeutické
prostiedky pouzivané k 1écb¢ i prevenci chorob (Hakem, 2013). Antimikrobialni latky
se nejéastéji pouzivaji pti chovu dribeze pro 1é¢ebné Gcely a jsou podavany v krmivu a
vod¢. V subterapeutickych déavkach se pouzivaji pro profylaxi a podporu ristu
(Dipeolu a Alonge, 2002). Neuvazené pouzivani a nerespektovani ochrannych lhit vede
ke kontaminaci potravin (Hakem, 2013). Ptitomnost 1é¢iv nebo piekroceni rezidui
antibiotik v potravinach je organy ochrany vetejného zdravi celosvétové uznavano jako
nelegélni (Kempe a Verachtert, 2000) a jejich spotieba predstavuje riziko zahrnujici:
vyvoj rezistentnich kmenti mikroorganismu, precitlivélou reakci u citlivych jedinct
(Nisha, 2008; Vollard a Clasener, 1994) a naruseni stievni mikroflory (Jones, 1999;
Cunha, 2001).

Neéktera 1é¢iva maji schopnost vytvaret u konzumentl toxické reakce, naptiklad
clenbuterol. Ostatni druhy 1é¢iv jsou schopny vyvolat alergické nebo hypersenzitivni
reakce. Naptiklad B-laktamova antibiotika mohou zpusobit kozni vyrazku, dermatitidu,
gastrointestinalni potize a anafylaxi pfi velmi nizkych davkach. Takova 1é¢iva zahrnuji
penicilin a cefalosporinové skupiny antibiotik (Paige a kol., 1997).

Neptimé a dlouhodobé nebezpeci zahrnuje mikrobiologické ucinky, karcinogenitu,
reprodukéni toxicitu a teratogenitu. Mikrobiologické ucinky jsou jednim z hlavnich
zdravotnich rizik u lidi. Rezidua antibiotik jsou konzumovéana spole¢né s mlékem,
masem a vejci, coZ miZe vytvaret rezistenci bakteridlnich kmeni v té€le konzumenta. To
je jeden z hlavnich divodu terapeutického selhani u konzumentd. Urcité latky, jako

3-nitrofuran a nitroimidazol mohou zpUsobit u ¢lovéka rakovinu (Novais a kol., 2010).

3.2 STANOVENI REZIDUi INHIBICNICH LATEK V MASE
DRUBEZE

Idedlni charakteristikou screeningovych metod je nizkd mira zastoupeni faleSné
pozitivnich vzorkl, vysoka vykonnost, snadné pouziti, kratkd doba analyzy, dobra

selektivita a nizké ndklady na analyzu (Chafer-Pericés a kol., 2010).
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3.2.1 Fyzikalnéchemické metody stanoveni rezidui veterinarnich 1é¢iv v mase

drabeze

3.2.1.1 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé je citliva extrak¢ni metoda slouzici pro monitoring
malého mnozstvi riznych biologickych a chemickych latek. Ozéfeni proti UV svétlu

slouzi jako jednoduchy detektor (Tajick a Shohrer, 2006).

3.2.1.2 Kapalinova chromatografie

Moretti a kol., (2016) vyvinuli metodu pro zjisténi pFitomnosti a screening
antimikrobidlnich rezidui ve svaloviné. V této metod¢ je zahrnuto 62 antibiotik
zahrnutych do deseti skupin — amphenicol, B-laktamy, diamino-pyrimidiny, likosamidy,
makrolidy, pleuromultiliny, chinolony, rifamyciny, sulfonamidy a tetracykliny.
Instrumentalni stanoveni se provadi kapalinovou chromatografii spojenou v kombinaci
Svysoce ufinnym hmotnostnim analyzatorem pracujicim v kladném modu

elektrosprejové ionizace (LC-HRMS / MS).

3.2.1.3 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

HPLC je separacni metoda u které vybér detekéniho systému je dilezity pro
selektivitu a citlivost (Bergweff a Schloesser, 2003). Detekce pro vice jednotlivych
rezidui jsou relativné jednoduché, ale vyzaduji precisténi pomoci extrakce pevnou fazi
nasledovanou filtraci pfed injekci na obracenou fazi HPLC s diodovym polem. Tento
postup se aplikuje u vzorku masa pro detekci antibiotik, jako jsou chinoliny
(Kirbi a kol., 2005) sulfonamidy (Pecorelli a kol., 2004) B-laktamy, makrolidy
(Nagata a kol., 2004), tetracykliny (Samanidou a kol., 2005). V nékterych piipadech
mohou byt slou¢eniny identifikovany pomoci diodového pole nebo fluorescence. Deset
chinolinovych zbytkt (ciprofloxacin, danofloxacin, difloxacin, enrofloxacin, flumequin,
marbofloxacin, kyselina nalidixovd, norfloxacin, kyselina oxolinové, sarafloxacin)
vmase bylo detekovano a potvrzeno pomoci HPLC a fluorescencni detekce
(Verdon a kol., 2005).

Extrakce vzorkli a jejich preciSténi jsou kroky urcujici rychlost analyzy IéCiv.
Pouzitim on-line extrakce na pevné fazi schromatografii spojenou s hmotnostni
spektrometrii, nebo jinou spektroskopickou technikou jsou stdle castéji pouzivané

techniky. Umoziuji screening se simultannim potvrzenim podezielych vzorki. Ptesto,
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ze jsou naklady na pfistroje vysoké, tak pii analyze vysokého poctu vzorka se naklady

sniZi a cena je konkurenceschopnéjsi (Tang a kol., 2006).

3.2.1.4 Ultraucinna kapalinova chromatografie

UPLC byla shledana jako alternativa k HPLC pro analyzu farmaceutickych
sloucenin. Pracuje na podobnych principech jako HPLC, ale za pouziti mensiho
pruméru kolony a vyssiho tlaku, coz umoziuje stejné vysledky jako pii pouziti HPLC,

ale v krat§im ¢ase (Wren a Thelitcheff, 2006).

3.2.1.5 Elektrosprejova ionizace

ESI je technika, kterd usnadiiuje analyzu od malych molekul po velké a od
hydrofobnich az po hydrofilni. Je tedy vhodnd pro analyzu veterinarnich 1éCiv
(Bergweff a Schloesser, 2003). ESI se navzajem dopliiuje s metodou APCI, vybér

metody se urcuje na zakladé¢ ionizace antibiotik (Gentili a kol., 2005).

3.2.2 Imunologické screeningové metody

Imunologické metody jsou zaloZzeny na interakci antigen-protilatka, ktera je
specifickd pro konkrétni rezidua. Nejbéznéji pouZivand metoda ELISA je zaloZena na
detekci ¢inidlem znaceného enzymu. Moznosti jsou rizné formy kvantifikace antigenu,
jako Sandwich, dvojity test a pifimo ELISA test. RIA je zaloZzena na méfeni
radioaktivity imunologickych komplexti (Samarajeewa a kol., 1991). Dalsi testy maji
schopnost detekce pomoci luminiscencniho detektoru za pouziti chemiluminiscencni

slouCeniny, nebo fluorimetru Vv pfipadé¢ pouziti fluorescenéni  slouceniny
(Roda a kol., 2003).

3.2.2.1 ELISA

V soucasnosti existuje mnoho komeréné dostupnych souprav ELISA pro velky pocet
latek. ELISA soupravy jsou dostupné bud’ pro konkrétni latku, nebo pro celou skupinu
ptibuznych sloucenin. V nékterych piipadech je tieba mit na paméti moznost vzniku
vedlejSich reakci. Tyto soupravy nevyzaduji sofistikované pfiistrojové vybaveni,
vysledky jsou hotové béhem nékolika hodin a jsou velmi citlivé a specifické. ELISA
kyty vykazuji dobrou vykonnost v analyze rezidui v mase u tylosinu, tetracyklinu
(De Wasche a kol., 2001) chloramfenikolu (Gaudin a kol., 2003) nitroimidazolu
(Huet a kol., 2005), sulfonamida (Wang a kol., 2006).

13



3.2.2.2 Dipstick

Dipstick predstavuje dalsi systém, které spoc¢iva v membranovém prouzku s ligandy
receptorti. Vzorek s antibiotiky je aplikovan a ponechan k interakci po ponoieni do
dvou riznych latek. Barevnd reakce miize byt srovnana bud’ se standardem, nebo

métena spektrofotometricky (Link a kol., 2007).

3.2.2.3 Bio senzory

Bio senzory obvykle obsahuji protilatky, které reaguji s analytem. Vysledny
biochemicky signal je méfen opticky, nebo je pieveden na elektronicky signéal a
zpracovava se pomoci vhodnych zafizeni (White 2004). Bio senzory jsou schopny
detekovat ~ soucasné¢  vice  rezidui  veterindrnich  1é&Civ ve  vzorku
(Griindig a Renneberger, 2002). Bio senzory se lisi v interakci mezi rozpoznavaci
molekulou a analytem a vtypu detekce. U nékterych senzorti je biomolekularni
interakce zalozena na povrchové plasmové rezonanci. Tento typ optickych biosenzort
méii zménu indexu lomu roztoku v blizkosti senzoru, kdyz se méni hmotnostni
koncentrace molekul v roztoku (Gillis a kol., 2002). Dalsi bio senzory jsou zalozeny na
pouziti bioCipu, ktery je specificky pro uréit¢é mnozstvi rezidui, ktery umozni
monitoring interakce analytu srozpoznavaci molekulou v ¢ase. Tyto senzory jsou
ovliviiovany n€kolika faktory, jako je hustota ligandu v matrici, koncentrace protilatky a
pritok (Johansson a Hellenas, 2001). Rezidua né€kterych latek, jako je chloramfenikol,
clenbuterol a tylosin byly rozpoznany pomoci microarray malych molekul. Molekuly
byly imobilizovany na sklenéné desti¢ce, inkubovany s odpovidajicimi protilatkami a
vzorky. Vazby byly detekovany s pouzitim cy5 sekundarné znacené protilatky
(Zuo a Ye, 2006). Ostatni typy bio senzorl jsou urceny na specifické t¥idy antibiotik.
Konstrukce téchto ¢inidel je kompatibilni s metodou ELISA a zména barvy je imérna

koncentraci antibiotik (Weber a kol., 2004).

3.2.3 Mikrobiologické metody

Mikrobiologické metody jsou vhodné pro detekci antimikrobidlnich rezidui zvlasté
proto, ze jsou méné ndkladné nez imunochemické a chromatografické metody a jsou
schopny vyhodnoceni velkého mnozstvi vzorkii pfi minimalnich nakladech

(Pikkemaat, 2009).
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3.2.3.1 Ctyiplotnovi metoda

Ctyiplotnova metoda je zaloZena na kombinaci pH a podminek, které inhibuji, nebo
podnécuji aktivitu antibiotik. PH média ovlivituje aktivitu nékterych antimikrobialnich
latek. Napiiklad aktivita tetracyklini a aminopenicilinti se zvySuje v kyselém prostiedi,
zatimco aktivita makrolidi, quinolinti a aminoglykosidl se zvySuje v alkalickém pH
(De Zutter a kol., 1985).

Ctyfplotnova metoda stanoveni residui v mase driibeZe je doporuovana a schvalena
francouzskou agenturou pro bezpecnost potravin (AFSSA). Vzorky jsou testovany
difusi na agaru o rizném pH (6, 7,2 a 8). Jako testovaci kmeny jsou pouzivany
Bacillus subtilis (BGA spory) a Micrococcus luteus (ATCC 9341). Tato metoda je
schopnd detekovat rizné druhy antibiotik, vcetné [-laktamt, tetracyklind,
chloramfenikolu a makrolidu (Hakem a kol., 2013).

Zkouska se provadi pomoci agarového diftzniho testu. Na Petriho misku je
naockovan referencni kmen Bacillus subtilis (pH z, 7,2 a 8) a Micrococcus luteus
(pH 8). V médiu je zaclenén trimethoprim pii pH 7,2 proto, aby se zvysila citlivost
detekce na zbytky sulfonamidi. Na agar jsou umistény platky masa (2 mm tloustka;
8 mm prumér). Petriho misky se inkubuji pti 30 °C pro Bacillus subtilis (pH 6, 7,2 a 8)
a 37 °C pro Micrococcus luteus pH 8. Po 24 hodinach inkubace se zmé&fi prumér
inhibi¢ni zony posuvnym méfitkem. SoubéZzné se posuzuje standartni roztok obsahujici
penicilin G, trimethoprim a erythromycin. Pozitivni je vzorek s prstencovou inhibiéni
zonou silnou alespont 2 mm. Skupiny antibiotik detekovanych pomoci inhibice jsou

uvedeny v tabulce 1 (Hakem a kol., 2013).

Tabulka 1: Skupiny antibiotik detekovanych pomoci pouzitych mikrobnich kmenii
(Hakem a kol., 2013)..

_ pH Teplota ] o
Agar Mikrob _ Skupina antibiotik
média | inkubace [°C]
1 Bacillus subtilis 6,0 30 B-laktamy a/nebo
tetracykliny
2 Bacillus subtilis 7,2 30 Sulfonamidy
3 Bacillus subtilis 8,0 30 Aminoglykosidy
4 Micrococus luteus 8,0 37 Makrolidy a/nebo
B-laktamy
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Mechanismus uG¢inku pH na aktivitu antimikrobidlnich latek a jejich vzajemné
pusobeni nejsou zcela vysvétleny. Nicméné jsou zalozeny na citlivosti a odolnosti
testovacich mikroorganismti na rozdilné molekuly antibiotik (Karraouan a kol., 2009).

V agarové difizi muaze mit vliv na velikost inhibicnich zén typ pouzitého
kultiva¢niho média tak, ze pfimo ovliviiuje rychlost difize antimikrobidlnich latek, ale
také rychlost ristu testovaciho mikroorganismu (Barry a kol., 1974).

Vyhodou mikrobidlnich testi na rozdil od LC-MS je schopnost detekovat vSechny
antimikrobialni latky, nebo jejich metabolity s antimikrobidlni aktivitou. Zatimco
LC-MS sleduje pfedem definovanou latku a ostatni latky systémem prochazeji bez
povsimnuti. Nevyhodou mikrobidlnich testl je nizkd specificita a v nékterych piipadech

dlouha doba inkubace (Pic6 a Barcelo, 2008).

3.2.3.2 Dvouplotnova metoda

Dvouplotnova mikrobiologickd metoda pro detekci zbytkll vétSiny pouzivanych
antibiotik v zivocisné vyrobé, nazvana Nova dvou plotnova zkouska (NTPT), byla
optimalizovana a validovana v souladu skritérii odvozenych  z rozhodnuti
Komise 2002/657/EC. Tato screeningova metoda vyuziva jeden bakterialni kmen
Bacillus subtilis naockovany na dvé média odlisného pH. Tato metoda se sklada
Z jednoduché extrakce a nasleduje aplikace extraktu na Petriho misku. Metoda zjistuje
ve vepifovém 1 kufecim mase vétSinu ze Sesti skupin antibiotik. Tetracykliny,
(fluoro)chinoliny, peniciliny, makrolidy, aminoglykosidy a sulfonamidy. Florfenicol je
zjistén pi1 koncentraci velmi blizké maximalnimu limitu rezidui pouZivaném v EU.
Nova dvou plotnovd metoda byla srovnana s Premi Testem®, jako dalsi screeningovou

metodou. Dvou plotnova metoda odhalila vice pozitivnich vzorkii (Pham a kol., 2011).

3.2.3.3 Nouws Antibiotic Test (NAT)

Nouws Antibiotic Test je testovaci systém zahrnujici pocatecni screening tekutiny
ledvinové panvicky a post-screening svalli a ledvin. Pocatecni screeningové testy se
skladaji z péti testovacich misek, z nichz kazda je optimalizovana pro jednu nebo dvé
skupiny antibiotik v konkrétni matrix: Bacillus cereus — miska specificka pro detekci
tetracyklinti, Kocuria rhizophilia — specificka na pB-laktamova antibiotika a makrolidy,
Yersinia ruckeri — specifickda pro chinoliny, Bacillus pumilus — specificky pro
sulfonamidy a diaminopyrimidiny a Bacillus subtilis — specificky na aminoglykosidy
(Pikkemaat a kol., 2008).
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Vzorky, které vykazuji inhibi¢ni zoénu u vice, nez jedné zkuSebni misky jsou navic
analyzovany post-screeningovym testem ledvin a/nebo svaloviny. Zde je metoda
omezena na screening rezidui, u kterych byl pocatecni test pozitivni. Vzorky pro
post-screeningovy test jsou pfipraveny homogenizovanim ledvin nebo svaloviny a
izolaci tekutiny z homogenizatu centrifugaci po kratkém ohfevu. Post-screeningovy test
je zalozeny na principu vice podobnych ploten jako pocatecni test

(Pikkemaat a kol., 2009).
3.2.4 Screeningové metody

3.2.4.1 Explorer® test

Explorer® 2.0 je kvalitativni screeningovy test mikrobialni inhibice
antimikrobialnimi rezidui ve vzorcich potravin. Citlivost tohoto systému byla ovéfena u
vzorku svaloviny v souladu s Rozhodnutim komise 2002/657/ES na 25 latek z n€kolika
skupin antimikrobidlnich latek. Specifita a pouzitelnost testu byla prokazana u vzork
svaloviny ze ¢tyf druhti zvitat — skot, prase, ovce, dribez. Nebyly zjistény falesné
pozitivni ani faleSné negativni vysledky. Tato metoda zjednodusSuje analyzu a zvySuje
pfesnost interpretace vysledki zkousek, nebot vysledek je automaticky urcen a
objektivné interpretovan (Mata a kol., 2015).

Test je zalozen na inhibici mikrobidlniho ristu G. stearothermophilus. Kazda
ampule obsahuje Zivny agar s bakterii a indikator pH. Pfi inkubaci na 65 °C spory
vykli¢i a bakterie zacnou produkovat kyseliny, které méni stfedni hodnotu pH. Zména
pH zptisobi zménu barvy indikatoru z modré na nazloutlou. Pokud vzorek obsahuje
inhibitory pfi vysSich koncentracich nez LOD, nedojde z Zadné barevné zméné
(Mata a kol., 2015).

Detekéni schopnosti testu byly stanoveny pro Sest skupin antibiotik — peniciliny,
cefalosporiny, tetracykliny, sulfonamidy, makrolidy a aminoglykosidy. V¢étSina
z testovanych latek pracovala kolem MLR, nebo i pod (Mata a kol., 2015).

Napojeni testu na e-Reader® zjednodusuje analyzu a zvySuje piesnost a robustnost

vysledka (Mata a kol., 2015).

3.2.4.2 Premi® Test

Premi® Test je screeningova metoda pro detekci rezidui antimikrobidlnich latek

vV potravinach ~ Zivo¢iSného pivodu. Test je =zalozen na inhibici rlstu
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Bacillus stearothermophilus. Tato termofilni bakterie je citlivd na mnoha antibiotika a
sulfoamidové slouceniny (Stead a kol., 2004).

Premi® Test umoznuje testovat maso dribeze, vepiové i hovézi na rezidua
B-laktamovych antibiotik, cefalosporini, makrolidi, tetracyklinti, sulfonamidu,
aminoglykosidl, chinolond, amphenocoly a polypeptidy. Souprava je validovana podle
AFNOR na screening B-laktamt, makrolidt, tetracyklinti a sulfonamidi v hovézim,
vepiovém a driibeZzim mase. Test je rychly a hodnoti limity v souladu s maximalnimi
limity rezidui platnych pro EU (Ekene a kol., 2014).

Negativni Premi® Test zezloutne nasledkem rastu spor pii 64 °C a jejich produkci
kyseliny ménici pH, coZ iniciuje barevnou zménu indikatoru z fialové na zlutou. Na
druhé strané piitomnost antibiotik zplsobuje zpozdéni spor nebo jejich inhibici
v zavislosti na koncentraci rezidui. V pfitomnosti rezidui se tedy nebudou spory
rozrustat a indikator si ponechd fialovou barvu. Né&které vzorky mohou zulstat
nerozhodné mezi zlutym a fialovym zabarvenim. To zplsobuje nizkd koncentrace
rezidui ve vzorku a nedokonalé okyseleni indikatoru nasledkem ¢astecné inhibice spor
(Ekene a kol., 2014).

Premi® Test neni kvantitativni metoda, detekuje vétSinu antibiotik na maximalni
limity rezidui nebo tolerovatelnou hodnotu, jak stanovuje Svétova zdravotnicka
organizace. Premi® Test muze detekovat rezidua antibiotik v riznych organech téla
dribeze. Testovaci Bacillus stearotermophilus je relativné malo citlivy na chinolinova
antibiotika, coz mtiZze poskytovat faleSné negativni vysledky. Pro pokryti celého spektra
antibiotik je zapotiebi dalsi testovani (Stead a kol., 2004).

Z organli maji ledviny nejvy$si podil rezidui antibiotik a kromé toho, Ze jsou
hlavnim exkre¢nim organem vétSiny 1éCiv, tak Bacillus stearotermophilus pouzivany v
Premi® Testu je citlivy na inhibi¢ni aktivitu lysozymu, ktery je pfitomny v ledvinach
(Kibris, 2007).
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3.3 MIKROBIOLOGIE DRUBEZIHO MASA

Dribezi maso je nabizeno k prodeji chlazené, mrazené a dale délené na
Casti — stehna, prsa, droby. Mikrobiologické vlastnosti Cerstvé chlazené a mrazené
driibeze jsou zavislé na podminkach jejich chovu a technologickych procest pfi jejich
opracovani. V zavislosti na postupnosti technologickych fazi vyroby dribeziho masa se
méni mnozstvi 1 slozeni mikroflory dribeziho masa. Pfi technologickych krocich
vyroby se vénuje pozornost kontaminaci, aby byla co nejmensi z diivodl trvanlivosti
masa, hygienické a zdravotni nezavadnosti — salmonely, kampylobaktery
(Gorner a Valik, 2004).

Na zacatku technologického procesu, kde je JUT za tepla eviscerované, kolisa
rozmezi mikrobialni kontaminace mezi 10° az 10* KTJ - cm™ Ihned po zabiti a
opracovani pievladaji na JUT bakterie rodu Pseudomonas v hodnodnoté 20 — 25 %,
nepigmentujici koky a podobné bakterie. Zbytek se sklada z pestré smési stovek druhti
mikroorganismil. Na konci chladirenského uchovani je slozeni mikroflory na pokozce
JUT podstatné zménéné. VéEtSinu tvori bakterie rodd Pseudomonas a Alcaligenes
(90 — 95 %), polet bakterii dosahuje hodnoty 107 — 10® KTJ - cm?
(Gorner a Valik, 2004).

Voda, kterou je zasobeno napdjeni a ¢iSténi, musi splilovat pozadavky na pitnou
vodu, tedy bez patogennich mikroorganismi. Dale se sleduje frekvence vymény a
Cistota ochrannych odévi pracovniki, desinfekéni rohoze nebo bazénky urcenych
k dezinfekci kol vjizd€jicich vozidel do chovu. Kontroluje se objekt haly, z divodu
pronikani hmyzu, ptakd, hlodavci a rychlost odstrafiovani kadaveri z haly
(Matyas a Vondrka, 2000).

Z hlediska zdravotni nezavadnosti je dilezitd ochrana objektu proti zavleceni
patogennich mikroorganismi a parazit, ktefi jsou schopni infikovat dribez. Tim se
zvySuje i ekonomika chovu. V jednom chovu musi byt stejné stara drubez a musi se
dodrZovat postup naskladiiovani a vyskladilovani, kdy je vzdy jednorazové naskladnéna
nebo vyskladnéna veskera driibez. Pred naskladnénim nesmi byt v hale zadna drubez.
Krmivo miize pochazet pouze z vyrobny krmnych smési, kterd méa zavedeno HACCP a
dodrzuje zasady ISO 9000 — 9004 a vSechny dalsi hygienické zésady. Takova vyrobna
poskytuje zaruku striktniho dodrzovani opatfeni proti vyskytu salmonel

(Matyas a Vondrka, 2000).
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3.4 VLIV TECHNOLOGICKEHO OPRACOVANI NA
MIKROBIOLOGICKOU JAKOST DRUBEZIHO MASA

U driibeze, jakozto zvifete, které se po porazce nestahuje z kiize, je pocatecni

mikrofléra zavisla na piezivsi mikroflofe po pafeni a odstranéni peii (Fernandes, 2009).

3.4.1 Omracovani

Pti porazce dribeze se pro omraceni pouzivaji elektricky proud, plyn nebo

mechanické omraceni (Ferndndez-Ldpez a kol., 2010).

3.4.1.1 Elektrické omracovani

Omraceni elektrickym Sokem miiZe byt aplikovano takzvanym suchym zptisobem,
nebo ve vodni lazni. Pouziti vodni 1azn€ je Castéji vyuzivany zpusob. Oba zpiisoby
zahrnuji navéSovani zivych zvirat za nohy do hakd, coz ma fadu negativnich dopadi:
zhorSeni welfare, znaéné posSkozeni produktu a ztizené pracovni podminky. Tyto
metody se stale vyvijeji. Upravuje se napéti, proud, frekvence a design linky pro

zlepseni kvality vysledného produktu (Fernandez-Lépez a kol., 2010).

3.4.1.11 Vysoké napeti

Vysokd voltaz (120 mA) elektrického omracovani zplsobuje vyssi vyskyt vad na
JUT, jako jsou zacervenani konct kiidel, zlomeniny kosti a krvaceni. MiiZe zplsobit azZ
90% srdecni fibrilaci, coz zplisobuje nedokonalé vykrveni. Silné svalové kontrakce totiz
zpusobuji vykrveni, pokud ale zvife zemie pred vykrvenim, tak klesa kvalita
vysledného JUT (Fernandez-Lopez a kol., 2010).

Nejniz§i hodnota napéti v Evropé je wu dribeze 100 mA (podle
Sams a McKee (2010) se v Evropé pouziva 90 + mA pro brojlery a 100 + mA pro
kruty), ktera spolehlivé omraci 90 % zvifat. Z toho divodu je doporucovana hodnota
120 mA (Fernandez-Lopez a kol., 2010).

Vyssi napéti pfi omracovani je z hlediska mozného piedcasného procitnuti, nebo
nedokonalého omréafeni nizkym napétim humannéj$i, protoze zamezuje tomuto

probuzeni pfed usmrcenim (Sams a McKee, 2010).

3.4.1.1.2 Nizké napeti
Nizka voltdz (cca 13 — 15 mA) pfi elektrickém omracovani je nejcastéji pouzivana
v USA, protoze snizuji vyskyt poSkozeni JUT spojenych s pouzitim vysokého napéti.
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Nevyhodou je, ze se zvife mize, pokud neni do dvou minut usmrceno probudit. Nizké
napéti u omracovani zpiisobuje pred¢asnou ztratu krve, ale nema vliv na celkovou ztratu

krve po 90 — 120 s vykrvovani (Fernandez-Lopez a kol., 2010).

3.4.1.2 Omracovani plynem

Pro omraCovani plynem se pouzivaji oxid uhli¢ity a argon. Omraceni v plynné
atmosféte mlze probéhnout zvySenim koncentrace oxidu uhli¢itého (hyperkapnicka
hypoxie), poklesem koncentrace kysliku (anoxie), nebo kombinaci obou (hyperkapnicka
anoxie). Pouzitim plyni pii omracovani vede ke snizeni krevnich srazenin v prsni
svaloviné. Zvifata se omracuji ve skupindch v pfepravnich klecich, ¢imz se snizi
stresové zatizeni dribeze. Tim se docili snizeni vyskytu poSkozeni JUT, nebo krevnich
podlitin (Fernandez-Lopez a kol., 2010). Pouzivaji se dva typy omracovani plynem,
reverzibilni a ireverzibilni. Pfi reverzibilnim zplsobu se pouzivd kombinace oxidu
uhli¢itého (10 — 40 %) a vzduch (60 — 90%) s krat$i dobou pusobeni (30 — 45 s) a
omraceni ptaci jsou piivedeni k porazecimu zafizeni. Ireverzibilni zptisob pouziva
kombinace argonu (55 — 70 %), dusiku (0 — 15 %), oxidu uhli¢itého (30 %, nebo
40 - 80 %) a kysliku s delsi dobou ptlisobeni (2 — 3 min.), kde jsou pfi vstupu do

porazeciho zatizeni ptaci uz mrtvi (Sams a McKee, 2010).

3.4.1.3 Mechanické omracovani

Mechanicky zpiisob zahrnuje prorazeni mozku, nebo otfes mozku. ProtoZe je tato
metoda logisticky a welfare naro¢nd pro automatizaci na lince, nepouZzivd se tento
zpusob v komercnich systémech. Tato metoda se pouziva pouze k porazce pStrost

(Fernandez-Lopez a kol., 2010).

3.4.2 Porazka

Mikroorganismy pienesené poraZecim zafizenim hloubéji do JUT jsou vyznamné
eliminované baktericidni aktivitou krve a tkéni (Gill a Penney, 1979). Tudiz pordzeci
proces v souladu s modernimi hygienickymi pozadavky na porazku, by nemél vyrazné

ptispivat ke kontaminaci JUT (Fernandes, 2009).

3.4.3 Vykrveni

Usmrceni se provadi profiznutim kréni tepny a Zily na jedné, nebo na obou stranach

krku, coz zpusobi rychlou smrt. Do dvou minut po profiznuti tepen by mélo zvife byt
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mrtvé. Prudusnice i jicen museji zlstat neporusené, aby mohly byt pozdé&ji vyjmuty. To
je dilezité hlavné u automatickych linek (Fernandez-Lopez a kol., 2010).

Mén¢ béznou metodou je dekapitace, ktera je Castéji pouzivana v USA. Dekapitace
po pouziti nizkého napéti pfi omraceni mize byt povazovana za alternativu k vysokému
napéti pouzivanému v EU (Fernandez-Lopez a kol.,, 2010). Pokud se pouziva
dekapitace, je tfeba ptaky efektivné vybirat a musi byt odstranéna kiize v oblasti krku.
Krevni srazeniny by takto mohly byt snadno pfeneseny k paficim systémim a
kontaminovat je. Nedostate¢né vykrveni muZze mit za nasledek zaCervenani kiidel.
ptak je pfiveden k pafeni, kde se piisobenim horké vody zméni barva JUT na Cervenou.
Takové JUT je oznaceno jak kadaver a neni wurceno klidské spotiebé
(Sams a McKee, 2010).

V pribéhu krvaceni se z téla dritbeze odstrani 40 — 60 % (podle Sams a McKee 2010
30 — 50 %) celkové krve. Zbytky krve zistavaji v téle, kde je distribuovana do vnitinich
organu (20 — 25 %) a JUT (15 — 20 %). Pti vykrvovani po omraceni elektrickym
proudem se z t€la odstrani 40 % krve za 60 — 90 s. Po omraceni plynem se doba
vykrveni prodlouzi na 2 — 2,5 min. (Ferndndez-Lopez a kol., 2010). Mélkym fezem
dojde k malému protfiznuti Zily a tepny na krku a nedojde Kk dostate¢nému vykrveni,
¢imz zustava zbytkova krev v JUT (Sams a McKee, 2010).

Spatné vykrveni miize byt zpiisobeno nedokonalym omracenim. Do patfici vany se
dostavd krev, a ¢im vice bilkovin v pafici vodé je, tim vice jsou chranény

mikroorganismy pted pisobenim tepla (Simeonovova a kol., 2013).

3.4.4 Pareni

Pafenim se  odstrafiuje  vétSina  mikroorganismii  z povrchu  drlibeze
(Fernandes, 2009).

Pfi nedokonalém vykrveni se mize kontaminovana pafici voda dostat do plic a
vzdusnych vakll pfi ponorném zpiisobu pafeni. Na rozdil od plic nejsou béhem
eviscerace vyjmuty vzdusné vaky — deset parovych a jeden neparovy. Misto toho
zustavaji v hrudni dutin€, kde nejsou castym zdrojem mikrobidlni kontaminace.
kontaminace vyssi diky pouziti Setrného pateni pfi teploté 52 °C po dobu 3 min. Pouziti

vysoké teploty pateni->58 °C po dobu 2,5 min., miize byt kontraproduktivni pii
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vyrobé chlazeného masa. Odstranénim pokozky se JUT stdva nachylnéjSim ke kazeni
(Clark, 1960).

3.45 Skubani

Skubanim se $ifi hlavné kozni mikroorganismy mezi jednotliva JUT a nasledné do
zpracovatelského prosttedi. Mezi zastupce mikroorganismi vyskytujicich se na kizi
dribeze patii Acinetobacter, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus,
Moraxella, Pseudomonas, Staphylococcus a kvasinky. I pies mechanické pusobeni
Skubacich strojt, vystupu fekalii a nasledné disperzi stievnich bakterii na JUT, neni toto
uvadéno jako hlavni problém (Mulder a kol., 1978). Nicméné Salmonella ssp. a
C.jejuni a dalsi stfevni mikroorganismy pfitomni na pefi a pafatech dribeze jsou
v prubéhu Skubani pieneseni na JUT (Al-Mohizea a kol., 1994).

Mikroorganismy kize dribeze, které pieziji pateni, kontaminuji JUT b&hem
mechanického Skubani. Fekalni mikroflora véetné patogenni Salmonella ssp. a C. jejuni
jsou cCasto pritomni na povrchu cCerstvé oSkubaného JUT, ale nesouvisi to pifimo
s kontaminaci z traviciho traktu kloakou béhem skubani (Mulder a kol., 1978).

Skubani také piinasi vyraznou vzdusnou dispersi mikroorganismi, proto se
doporucuje tyto operace oddélit od ostatnich ¢innosti vyrobniho procesu. Gumové prsty
je naro¢né vycistit, proto zde muize byt mikrobidlni kontaminaci zavlecen

Staphylococcus aureus (Notermans a kol., 1982).

3.4.6 Eviscerace

Evisceraci se rozumi odstranéni kiize krku, odstranéni kloaky, otevieni télni dutiny a
vyjmuti vnitfnosti. To mize byt provedeno manualné, poloautomaticky, nebo plné
automaticky. Specialni pozornost se klade pii vyjimani vnitfnosti, aby nedoslo
k poskozeni a kontaminaci JUT (Fernandez-Lopez a kol., 2010).

Vysokou rychlosti automatické eviscerace neziidka dochéazi k ptitomnosti stievnich
mikroorganisml na JUT. Kontaminace JUT psychrotrofnimi mikroorganismy, zejména
Pseudomonas ssp., které rostou na mokrych kontaktnich vyrobnich povrsich, je
vyznamnym problémem hygieny vyrobniho procesu, ktery ovliviiuje slozeni vychozi
mikroflory (Al-Mohizea a kol., 1994).

V modernim zpracovani se odstrafiuje dychaci soustava spole¢né s travicim traktem

Z jicnovée a rektalni strany, coZ je spojeno S minimalni kontaminaci JUT. Pfi manudlni i
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automatické evisceraci, pracovni rychlosti a malé velikosti tento postup ptinasi dobré

vysledky s ohledem na poskozeni vnitinosti (Fernandes, 2009).

3.4.6.1 Cisténi JUT a dekontaminace

Pouziti teplé vody (35 — 50 °C) pfii Cisténi JUT po evisceraci je ucinnéjsi pii
snizovani mikrobialni kontaminace na povrchu. Cistici u¢inek mize byt zvysen
pouzitim karta¢ti a gumovych prstd, kde je povoleno uziti bakteriocidnich ptipravkii.
Jako latky s antimikrobialni aktivitou se mohou do ¢istici vody piidavat oxid chloricity,
chlorid sodny, fosfore¢nan sodny, cetylpyridinium chlorid, peroxid vodiku, kyselina
mlécna a okyseleny chlorid sodny (Fernandez-Lopez a kol., 2010). Vicestupiiové myti

béhem eviscerace snizuje pocty koliformnich bakterii a bakterie Salmonella na jate¢ném

téle (Fernandes, 2009).

3.4.7 Chlazeni

V okamziku smrti je maso prakticky sterilni, béhem jatecného opracovani je potom
kontaminovéano. Po porazce maso podléha ¢innosti mikroorganismii. Rychlost a mira
rozsahu rozkladii zavisi na teploté a dalSich podminkéch skladovani (Pipek, 2012).

Upravena dribez by méla byt zchlazena pod 4 °C do 20 min. od usmrceni. Voda
v chladicich vanach pritékd zopacného sméru, nez je piivadéna dribez
(Rojas a kol., 2010). Z hygienického hlediska je tento zpusob problémovy, nebot’ jsou
JUT ve vzajemném kontaktu a v kontaktu s nékdy znecisténou chladici vodou, ktera je
absorbovana do tkani (Simeonovova a kol., 2013). Led pouzity pii vyrobé a chlazeni
upravené driibeZze musi spliiovat pozadavky na pitnou vodu (Rojas a kol., 2010).

Vv kontaktu, ¢imz by se mohla vzdjemné kontaminovat. Sprejové chlazeni driibeze ve
visu vodou Vv kombinaci se vzduchem ma stejnou vyhodu. Pouze v pfipadé velkych

kapek hrozi riziko sekundarni kontaminace (Simeonovova a kol., 2013).

3.4.8 Porcovani a baleni

Teplota okoli pfi porcovani i baleni by méla byt mezi 12 — 15 °C. Material a nafadi
pouzivané k baleni a porcovani musi byt sanitované tak, aby produkt nemohl reagovat
s chemikaliemi pouZivanymi pro sanitaci (Rojas a kol., 2010).

Pii baleni driibeZze se miiZze pouzit chemické oOSetfeni pro zajiSténi mikrobidlni

Cistoty produktu. Jako latky pouzivané k tomuto ucelu se pouziva chlor, sorbat draselny,
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kyselina chlorna, disodium ethylndiamintetraacetat, nisin, fosfore¢nan sodny, kysely,
nebo =zasadity roztok, peroctova kyselina a kvartérni amoniové slouceniny
(Fernandez-Lopez a kol., 2010).

Jako fyzikalni oSetfeni se pouzivaji u drtibeze vakuové baleni, které méni
mikrofloru, ale neinhibuje bakterialni rist (Aerobacter aerogenes, Escherichia coli a
Proteus mirabilis). Dalsim fyzikalnim zpisobem oSetfeni je modifikovana atmosféra,
kde pii 30 % CO3, 70 % Ny, nebo 70 % CO, a 30 % Ny, se potlacil rast Pseudomonas,
ale rust roud Enterobacteriaceae a Brochotrix thermosphacta nebyl inhibovan.
Vytvafeni biogennich aminti je v korelaci s mikrobiologickymi a senzorickymi
zménami u dribezich prsou balenych v modifikované atmosféfe. Oxid uhli¢ity ma
inhibi¢ni G¢inky na rust psychrotrofnich mikroorganismi, v¢etné Pseudomonas, ktery je
hlavnim mikrobem tuc€astnicim se na kazeni chlazeného dribeziho masa. OSetfeni
V horké vodé dokaze snizit kontaminaci patogennimi bakteriemi na povrchu driibeze.
Proto se pouziva teplota 50 °C s vydrzi 12 s, nebo teplota 100 °C s vydrzi 1 s. Zadné
tepelné oSetfeni pod 90 °C neni schopno snizit kontaminaci E. coli nebo podobnych
termotolerantnich mikroorganismu. Ozéfeni je technika kombinovana s dal§imi balicimi

technikami (Totosaus-Sanchez, 2010).

3.5 VYZNAMNE MIKOORGANISMY DRUBEZIHO MASA

3.5.1 Bakterie rodu Salmonella

Salmonel6za je jednou z nejéastéjSich zoondz z potravin. V soucasnosti je na
globalni urovni hlavnim zdrojem konzumace kontaminovaného masa, véetné driibeZze,
navzdory uspé$nym opatfenim pro tlumeni salmonel v chovech. Antimikrobialni
rezistence u netyfoidnich salmonel je povaZovana za jedno z nejvétSich ohroZeni
vetejného zdravi souvisejici s jidlem, véetné produkce driibeze, cozZ je dalsi starost pii
fizeni salmonel (Antunes a kol., 2016).

V mikrobiologii dribeze se soustiedi pozornost mimo saprofytickych bakterii na
neinvazivni salmonely. Jejich zdrojem jsou v chovech driibeze kontaminovana krmiva.
Jednotlivé kusy dribeze se v hromadnych chovech navzdjem infikuji a salmoneldza se
rozsiti v celém chovu. Pfi technologickém opracovani JUT dochézi k dalsi kontaminaci,
kdy jednotlivy kus nemusi byt zjevné nemocny, ale je pouze nosicem Salmonely.
Nejcastéji se na mase dribeze vyskytuje Salmonella typhimurium a Salmonella

pullorum stejné jako fada dalSich, kvantitativné méné vyznamnych druht a sérovard. Ke
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kontaminaci JUT pfi primyslovém opracovani dochazi nejcastéji pfi otevirani btisni
dutiny, evisceraci a pfi chlazeni v chladici 1azni (Gorner a Valik, 2004).

Salmonely 1 jejich toxiny jsou termolabilni a nesnesou pilhodinovy var. Pfi
kulinafské upravé jsou devitalizovany a inaktivovany. Musi se vSak zabranit
kontaminaci tepelné¢ upraveného masa salmonelami z pomiticek, nebo z rukou, které
byly ve styku s tepelné neupravenym masem dribeze (Gorner a Valik, 2004).

Salmonella typhi je puvodcem tyfu a bfiSniho tyfu. Gastroenteritida je spojena
S nevolnosti, zvracenim a prijmem. Pii tyfu se buiiky salmonely dostavaji sténou stieva
do lymfatickych uzlin, do krve a nasledné se S$ifi do organii. Tyfus se vyznacuje
horeckou, zimnici, bolestmi, slabosti, zacpou ¢astéji nez prijmem, bakteriémii a infekci
organl, napf. CNS. Bfisni tyfus obvykle zasahuje jatra a/nebo slezinu se zvySenou

teplotou (Baker a kol., 2006).

3.5.2 Bakterie rodu Yersinia

Yersinia enterocolitica je dulezity potravinami pfendSeny enteropatogen, ktery
zpusobuje u déti gastroenteritidu, nékdy s tézkym prubéhem a nékdy lymfadenitidu
mezenterickych uzlin (Qinghua a kol., 2016). Po zdufeni uzlin tato gastroenteritida
imituje apendicitidu (Schindler, 2014).

V pienose nakazy maji hlavni ulohu potraviny piipravované z vepiového masa, nebo
potraviny fekaln¢ kontaminované jinymi zvifaty (Gorner a Valik, 2004).

Pribéh onemocnéni je podobny, jako u enteritid zpusobenych salmonelami,
Campylobacter jejuni a u jinych podobnych stievnich nakaz. Nejéastéji postihuje déti a
dospélé se sniZzenou rezistenci a probihd nejCastéji jako akutni gastroenteritida.
Inkubacni doba je 7 — 10 dni (Gorner a Valik, 2004). Pivodce enterokolitid nejcastéji u
déti. Enterokolitida je charakterizovand horeckou, bolestmi bficha a priijmem, ale samy
odezni (Baker a kol., 2006).

Yersinia pestis je pavodcem moru. Existuji téi hlavni klinické formy: dyméjovy mor,
septikemicky mor a plicni mor. Dyméjovy mor je charakterizovan horeckou a
zvétSenymi lokdlnimi misty v tfislech nebo podpazi. Pokud se neléci, vede az
k bakteriemii — septikemickému moru, septickému Soku a mize se $itit do plic. Plicni
mor je charakterizovan horeckou, dychacimi obtiZzemi az smrti u nékterych pacientl
(Baker a kol., 2006).
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3.5.3 Bakterie rodu Staphylococcus

Staphylococcus aureus je znaéné odolny vuci dekontaminujicim latkam, snasi
zédhtfev na 60 °C po dobu 30 min a dobie se rozmoZuje v potravinach s vysokym
obsahem soli i cukru a, = 0,86 (Gorner a Valik, 2004).

S. aureus je v lidské populaci velmi rozsiteny. 30 — 40 % zdravych lidi jsou jeho
nosici ve stolici, na sliznici nosohltanu, na pokozce, hlavé a vlasech. Asi 20 — 50 %
plazmakoagulaza pozitivnich kment S. aureus izolovanych z ¢lovéka ma schopnost
produkovat stafylokokové enterotoxiny. Tyto toxiny muzZou zpusobit otravu
potravinami — enterotoxikdzy (Gorner a Valik, 2004). Hlavni roli zenzymi
produkovanych S. aureus mé o-hemolyzin, ktery porusuje bunécnou membrinu u
eukaryotickych bun¢k, PV-leukocid poruSuje integritu bunééné membrany u leukocytl
a tim je zabiji. Alimentarni intoxikaci zpisobuje vice nez deset typil enterotoxini,
intoxikace probihd bez nasledkt (Schindler, 2014). Otravu zpisobuje exotoxin, nikoli
bunky samy o sobé (Baker a kol., 2006).

Mimo to je Castym pivodcem lokélnich hnisavych zanétlivych onemocnéni, jako
hnisavych viedt — furunkl, karbunkl (Gorner a Valik, 2004), impetigo, panaricum
(Schindler, 2014), pooperaé¢nich infekci ran a generalizovanych infekci s nasledovnym
napadenim ur€itého organu (Gorner a Valik, 2004). Vyznamné jsou osteomyelitida,
bronchopneumonie, endokarditida a sepse (Schindler, 2014).

Z potravinafsko-mikrobiologického hlediska jsou nebezpené zejména hnisava
onemocnéni na rukou a zvySeny vyskyt stafylokok v nosohltanu, kteti se pii
manipulaci s potravinou mohou dostat do nich a produkovat stafylokokové enterotoxiny
(Gorner a Valik, 2004).

Pfi¢inou ndkazy jsou méné casto hospodaiskd zvirata, Castéji tomu byva diky
nosi¢lim stafylokokt, nebo stafylokokovych infekci — pracovnici s hnisavymi ranami

(Baker a kol., 2006).

3.5.4 Bakterie rodu Clostridium

Clostridium perfringens je soucasti tlustého stfeva lidi i zvirat, ale je pfitomna i
Vv padé. Otravy potravinami zptsobuji jen kmeny C. perfringens typu A, které mohou
zpusobit i infekce ran. Typ A C. perfringens patii mezi ty pro ¢lovéka nejpatogenicté;si
typy (Gorner a Valik, 2004).
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Tvofi toxin lecitindza, ktery mé hemolytické a myonekrotické ucinky. Pfi¢inou
alimentarni intoxikace u ¢lovéka je intoxikace enterotoxiny leukotoxin, kolagenaza,
hyaluronidaza a dalsi (Schindler, 2014). Enterotoxin se vytvaii béhem sporulace bunék
a uvoliluje se do organismu. Enterotoxin zvySuje permeabilitu krevnich kapilér, tim
zesili prisun tekutin do tenkého stfeva, coz za 8 — 20 hod. po poziti inkriminované
potraviny vyvold pfiznaky (Gorner a Valik, 2004). Alimentarni intoxikace je
charakterizovand profuznimi prijmy a kolikovymi bolestmi (Schindler, 2014).
Ptiznaky onemocnéni vymizi zpravidla za 10 — 24 hod po jejich zapoceti. Komplikace
se vyskytuji ziidkakdy, Ccastéji pak u starSich, nebo oslabenych lidi
(Gorner a Valik, 2004).

Ptimou, nebo nepifimou kontaminaci pidy a vody fekaliemi se muze tento
mikroorganismus dostat i do potravin. Nejvice u driibeze a hovéziho masa. Pfi porazce
muze dojit ke kontaminaci masa fekaliemi. Tepelné opracovani pii kulindiské upravé
Casto nestaci k devitalizaci spor. Naopak, tepelny Sok muize urychlit jejich nakli¢eni
(Gorner a Valik, 2004).

3.5.5 Bakterie rodu Listeria

Patogennimi druhy pro ¢lovéka jsou Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii.
Listerie jsou primarné¢ pudni bakterie, které¢ jsou piitomné i ve stolici zdravych i
nemocnych zvifat a v mensi mife i u zdravych lidi. Diky vSudyptitomnosti se mohou
listerie izolovat z riznych syrovych potravin, které pfichazeji do styku s pidou a
povrchovymi vodami. Piedev§im mleté maso a driibez jsou Castymi zdroji listerii. Pfi
porazce zvirat mize dochazet ke kontaktu fekalii s JUT, nebo samotnym masem. Toto
nebezpeci neni vysoké, protoze se jednd o malé mnozstvi listerii — 10° KTJ - g™ a maso
se konzumuje po tepelné tpravé (Gorner a Valik, 2004).

L. monocytogenes je puvodcem listeridzy. Obvykle postihuje pacienty s oslabenou
imunitou, nebo tchotné Zeny. Muze vést k bakteremii, potratu, meningitidé a
meningokokové encefalitidé (Baker a kol., 2006).

Listerie ptezivaji v nedbale zahfatych potravinach a pomnozuji se v kontaminované
potravin€ 1 pii chladnickovych teplotach. Teplotni rozmezi jejich ristu je 4 — 45 °C.

U pacientli zpiisobuji monocytozu (Schindler, 2014).
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3.5.6 Bakterie Escherichia coli

Bakterialni kmeny Enteroinvazivni E. coli a Enteropatogenni E. coli zpusobuji
pfevazné potravinové nakazy a kmeny Enterotoxigenni E. coli a Enterohemoragicka
E. coli zpuisobuji pfevazné potravinové toxikoinfekce (Gorner a Valik, 2004).

ETEC E. coli je pivodcem prijmovych infekci. Produkuje dva toxiny, termolabilni
LT a termostabilni ST. Infekce probihd bez horecky, po adhezi fimbriemi s vodovymi
prujmy. EPEC E. coli zptsobuje prijmy u novorozenct, ¢asto s krvi, bez horecky,
neprodukuje toxin, ale je mirn¢ invazivni. EIEC E. coli se pomnozuje na sliznici.
Onemocnéni se podoba uplavici, ve stolici je hlen a krev. EAEC E coli. bakterie
neinvaduje, infekce je mirna. EHEC E. coli nejcasté&ji sérotyp O157:H7, je nebezpecény.
Vyvolava hemoragickou kolitidu, ze které se muize vyvinout smrtelny hemoragicko-
uremicky syndrom. Je charakterizovan hemolytickou anemii, trombocytopenii a
akutnim selhdnim ledvin. Hlavnimi faktory je shiga toxin (verotoxin) (Schindler, 2014).

E. coli je puvodcem gastrointestinalnich infekci a infekci CNS. Tyto
gastrointestinalni infekce jsou spojeny s horeckou, prijmem (muize obsahovat i krev) a
zvracenim béhem nckolika dnd. To miZze zplsobit tézké dehydratace, Sok a smrt.
Meningitida zpGsobend E. coli je pozorovand u novorozencl a je charakterizovana
horeckou, ztuhlosti krku, zvracenim, bolestmi hlavy, koématem a smrti
(Baker a kol., 2006).

3.5.7 Bakterie rodu Campylobacter

Campylobacter jejuni kolonizuje sliznici tenkého i tlustého stfeva a vyvolava
zanétlivy prijem s horeckou. Vzacné zplisobuje gastroenteritidu (Schindler, 2014).

Kampylobakteriézu zpisobuji Campylobacter fetus ssp. jejuni a ziidkakdy
Campylobacter fetus ssp. intestinalis. Kampylobakterioza je akutni hore¢nata
gastroenteritida, charakterizovand kolikovymi bolestmi bficha a prijmem.
Campylobacter jejuni je jednim z nejéastéjsich ptivodct prijmovych onemocnéni, které
ve vyspélych zemich rovnomérné postihuje vSechny vékové kategorie, zatimco
Vv tropickych a méné rozvinutych krajindch postihuje zejména déti. U akutnich
gastroenteritid byva inkubac¢ni doba 1 — 7 dni (Gorner a Valik, 2004).

Pramenem nakazy jsou domadci zvifata, nejcastéji dribez, i zdrava. Syndromy
kampylobakteriozy zpravidla za nékolik dni odezni i bez léCeni. Nemocny clovek

vylucuje zarodky i né€kolik tydni po infekci. Lécba antibiotiky ¢loveéka rychle zbavi
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kontagiozity. Kontaminace masa se mize uskutecnit uz intravitaln¢, nebo kontaminaci
pfi porazce (Gorner a Valik, 2004).
V tabulce 2 jsou uvedeny minimalni infek¢ni davky lidskych stfevnich patogent,

které mohou pochazet z driitbeziho masa.

Tabulka 2: Infekcni davky stievnich patogenii (Forsythe, 2000).

Organismus Odhadovana minimalni infek¢éni davka
Salmonella ssp. 10* - 10"

Y. enterocolitica 10’

St. Aureus 10° —> 10° - g®

Cl. Perfringens 10° - 10’

E. coli 10° > 10’

E. coli O157:H7 10 - 100

C. jejuni 1000

®Zivotaschopny pocet schopny vyprodukovat dostateéné mnoZstvi toxinu pro

fyziologickou odpovéd..
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

Jako druh dribeze pro testovani byla zvolena kutata. VVzorky byly zakoupeny
v 25 pripadech v trzni siti a v jednom piipadé v mobilni prodejné. Z celkového poctu
26 vzorkid bylo 14 vyrobeno v Ceské republice a zbylych 12 bylo vyrobeno v sedmi
zemich EU. V péti piipadech v Polsku, ve dvou piipadech na Slovensku a po jednom
vzorku v Brazilii, Dansku, Francii, Mad’arsku a Velké Britanii. Mrazenych bylo osm
vzorkd a chlazenych 18. Jako anatomicka ¢ast odbéru byla v osmi piipadech odebrana
prsni svalovina a v 18 pfipadech stehenni svalovina.

K analyze na rezidua veterindrnich 1é¢iv bylo pouzito 25 vzorkd. Nebyl pouzit
vzorek masa z Mad’arska, protoze testovaci sada obsahovala 25 ampuli a netestovany
vzorek byl zakoupen az po vypotiebovani zminénych ampuli.

Vsechny vzorky byly analyzovany ptfed vyprSenim doby spotieby a skladovany dle

pokynt vyrobce.

4.1.1 Stanoveni rezidui veterinarnich 1é¢iv

Po odebrani vzorkti k mikrobiologické analyze byly odebrany vzorky pro stanoveni
rezidui veterindrnich 1éCiv. Pro analyzu rezidui veterinarnich 1é¢iv bylo u vSech
25 vzorkill pouZito jako testovaci metoda Sirokospektralni Premi® Test Art. No. R3900
25 ampuli. Souprava obsahovala ampule s testovacim agarem, pipetou pro davkovani

masové $tavy a jednorazové Spicky na pipetu.

4.1.2 Mikrobiologicka analyza

Pro mikrobiologické hodnoceni bylo vybrano 26 vzorkl kufeciho masa z trzni sité.
Vzdy byly zakoupeny tii vzorky od jednoho vyrobce a jedné Sarze. Hodnoceno bylo
tuzemské 1 dovozové kureci maso, délena i cela kurata a chlazena 1 mrazena kurata.
Mikrobiologickou analyzou se hodnotil celkovy pocet mikroorganismi, pocet
koliformnich mikroorganismii, pocet E. coli, pocet psychrotrofnich mikroorganismd,
pocet plisni a kvasinek. Mikrobiologicky rozbor se provadél v mikrobiologické
laboratofii ustavu Technologie potravin na Mendelové univerzité v Brné.

Do laboratofe byly vzorky pievezeny bez prodlevy a v termo obalu, aby nebyl

porusen chladici fetézec.
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Zmrazené vzorky byly nejprve rozmrazeny pii teploté 5 °C. VSechny vzorky byly do

doby analyzy skladovany podle doporuceni vyrobce.

4.2 Metody

421

4.2.2

Pristrojové vybaveni

Laboratorni vahy, ptesnost + 0,01 g, firma Schoeller instruments, s.r.o., Praha,
CR (navazovani analyzovaného vzorku a praskovych pid)

Homogenizator Bag Mixer, peristaltického typu, Pafiz, Francie (homogenizace
vzorku ve sterilnich igelitovych saccich po dobu 90 sekund)

VORTEX MIXER, Itlie (promichani natedéného vzorku)

Parni sterilizator SANYO-LABO AUTOCLAVE, maximdlni dosazitelna teplota
135 °C, Schoeller instruments, s.r.o., Praha, CR (sterilace uzavienych Zivnych
pud, néstroju, skla a dekontaminace pid)

Digestot

Tlakovy hrnec (rozvateni a sterilizace kultiva¢nich pid)

Komorovy  termostat  Gallenkamp, udrzovand  teplota 30  °C,
Schoeller instruments, s.r.o., Praha, CR (inkubace nao&kovanych Zivnych ptd)
Komorovy termostat Sanyo incubator, udrzovana teplota 37 °C, Schoeller, s.r.0.,
Praha, CR (inkubace naokovanych Zivnych ptd)

Komorovy termostat Julabo TW 20 (vodni lazen), udrzovana teplota 45 °C,
Schoeller, s.r.0., Praha, CR (uchovavani teploty tekutych kultivaénich médif)
Pocitatka kolonii, vybavena osvétlenim a lupou, POL-EKO-APARATURA
LKB 2002, EU (pocitani kolonii na Petriho miskach)

Jednorazové plastové Petriho misky, rozmér 90 x 100 mm

Laboratorni sklo — 1 ml, 5 ml, 10 ml pipety, odmérné vélce, zkumavky, kadinky,
250 ml a 500 ml sklenéné lahve

My¢ka nadobi (omyti pouzitého laboratorniho skla)

Ostatni — skalpely, pinzety, mikrotenové sacky, alobal, odmérky, hokejky

Premi® Test

Po mikrobiologické analyze se odebiraly vzorky k vySetfeni na rezidua veterinarnich

1é¢iv. Sterilnim skalpelem a pinzetou byla odebrana svalovina. Svalovina byla vlozena
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do sterilniho ru¢niho nerezového lisu na Cesnek (dle doporuceni vyrobee) a opatrnym
stlaenim byla z masa vylisovana $tava do sterilni zkumavky. Ze zkumavky bylo
odebrano sttikackou s jednorazovou Spickou, kterd byla soucasti baleni Premi® Testu,
100 pl masové stavy. Vzorek stavy byl preveden do ampule Premi® Test s testovacim
médiem, tak aby neposkodil testovaci agar. Takto ptipravend ampule byla ponechana po
dobu 20 min. pfti laboratorni teploté. Za 20 min. byla ampule s aplikovanou masovou
Stavou Ctyfikrat proplachnuta demineralizovanou vodou tak, aby nebyl posSkozen
testovaci agar. Ampule byly uzavieny folii. Takto naockované ampule byly pfeneseny
do termostatu nastavené¢ho na 64 °C a inkubovany 3 — 4 hod. Po tfech hodinach byly
ampule zkontrolovany. Ty ampule, které zménily barvu z ptivodni fialové na Zlutou,
vykazovaly nepfitomnost antibiotik ve vzorku. Ty ampule, které mély stile pavodni
fialovou barvu nebo fialovo-zlutou barvu, byly ponechany v termostatu po celkovou
dobu Ctyt hodin. Poté byla odeCtena barevnd zména testovacitho média. Fialové

zabarvené médium predstavuje pozitivni reakci na pritomnost antibiotik.

4.2.3 Mikrobiologicka analyza

Nejprve byly odebrany vzorky masa k mikrobiologickému vySetieni. Kazdy obal
vyrobku byl v misté otevieni oCistén 70% lihem. Obal byl otevien skalpelem tak, aby
obalovy materidl nekontaminoval surovinu. Vzorky masa byly odebrany sterilnim
skalpelem a pinzetou. Vzorek masa byl navazovan do plastovych sackli po 10 g. Do
sacku bylo ptidano 90 ml sterilniho fyziologického roztoku a cely obsah se ponechal
90 s homogenizovat. Roztok v sacku tak predstavoval fedéni 10™. Roztok se nafedil do
piipravenych zkumavek s 9 ml sterilniho fyziologického roztoku. Pfidanim 1 ml
roztoku ze sacku do 9 ml fyziologického roztoku se po promichani vortexem dosédhne
fedéni 102 Takto se pokracovalo v fedéni az po dosazeni finalniho fedéni 10™.

Na pfedem oznacené Petriho misky bylo napipetovano 1 ml roztoku pozadovaného
fedéni a zalito prisluSnym agarem. Pro celkovy pocet mikroorganismil byl pouzit Plate
Count Agar, pro psychrotrofni mikroorganismy Plate Count Agar with skimmed milk,
pro plisné a kvasinky Dihloran Bengal Rose Chloramphenicol agar, pro koliformni

mikroorganismy a E. coli ChromoCult® Coliform agar.

4.2.4 Priprava zivnych pid

Pro kultivaci vybranych skupin mikroorganismi byly pouzity dehydratované zivné

pudy pro celkovy pocet mikroorganismu Plate Count Agar, pro psychrotrofni Plate
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Count Agar with skimmed milk, pro koliformni mikroorganismy a E. coli Chromocult

Coliform Agar, pro plisné a kvasinky Dichloran Bengal Rose Chloramphenicol agar.

4.2.4.1 Plate Count Agar (PCA)

Kultiva¢ni ptida PCA (Biokar Diagnostics, Francie) se vyuziva pro stanoveni
celkového poétu mezofilnich mikroorganism, podle CSN 4833.

PCA se pfipravuje navazenim 20,5 g dehydratované smési na piipravu 1 1
destilované, nebo demineralizované vody. Piesna navazka se vypocita podle poticbného
mnozstvi pudy. Na jednu Petriho misku je zapotiebi 10 — 15 ml média. Takto
pfipraveny agar se steriluje pti 121 °C 15 min. v autoklavu.

Ptipravené a nafedéné vzorky urcené ke stanoveni celkového poctu mikroorganismu
se inokuluji na oznacenou Petriho misku o objem inokula 1 ml. Inokulum se zaléva
agarem o teploté 44 — 47 °C. Agar se na Petriho miskach necha zatuhnout a inkubuje se
pro CPM pii 30 °C po dobu 72 hod. Vyrostlé kolonie se pocitaji na automatické
pocitacce. Pro odecet se vybiraji misky, kde narostlo mén¢ nez 300 kolonii. U takovych

misek se pocitaji vSechny kolonie mikroorganismd.

Slozeni Plate Count Agar (- I'")

e Trypton 5049
e Kwvasni¢ni extrakt 2,59
e Glukoza 109
e Bakteriologicky agar 12,09

4.2.4.2 Plate Count Agar with skimmed milk (PCA)

Kultivacni pida PCA (Biokar Diagnostics, Francie) se vyuzivd pro stanoveni
psychrotrofnich mikroorganismi, podle CSN ISO 17410.

PCA se pfipravuje navazenim 20,5 g dehydratované smési na piipravu 1 1
destilované, nebo demineralizované vody. Pfesnd navazka se vypocita podle potiebného
mnozstvi pidy. Na jednu Petriho misku je zapotfebi 10 — 15 ml média. Takto
pfipraveny agar se steriluje pti 121 °C 15 min. v autoklavu.

Pfipravené¢ a nafedéné vzorky uréené ke stanoveni poctu psychrotrofnich
mikroorganismt se inokuluji na oznacenou Petriho misku o objem inokula 1 ml.
Inokulum se zaléva agarem o teploté¢ 44 — 47 °C. Agar se na Petriho miskéch necha

zatuhnout a inkubuje se pro psychrotrofni mikroorganismy pii 6,5 °C po dobu 10 dnii.
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Vyrostlé kolonie se pocitaji na automatické pocitacce. Pro odecet se vybiraji misky, kde

narostlo mén€ nez 300 kolonii. U takovych misek se pocitaji vSechny kolonie

mikroorganismi.

Slozeni Plate Count Agar (- I'")

Trypton

Kvasni¢ni extrakt
Glukoza

Susené odtu¢néné mléko

Bakteriologicky agar

5049
2,59
10¢9
109
12,09

4.2.4.3 Dichloran Bengal Rose Chloramphenicol agar

Kultiva¢ni pida DBRC (Biokar Diagnostics, Francie) se vyuziva pro stanoveni

plisni a kvasinek. Tato metoda stanoveni plisni a kvasinek je doporu¢ena podle

standardu normy ISO 21527-1 z prosince 2008.

DBRC se pfipravuje navdzenim 30,0 g dehydratované smési na ptipravu 1 1

destilované, nebo demineralizované vody. Pfesnd navédzka se vypocitd podle potiebného

mnozstvi pudy. Na jednu Petriho misku je zapottebi 10 — 15 ml média. Takto

ptipraveny agar se steriluje pfi 121 °C 15 min. v autoklavu.

Pfipravené a nafedéné vzorky urcené ke stanoveni poctu plisni a kvasinek se

inokuluji na oznacenou Petriho misku o objemu inokula 1 ml. Inokulum se zaléva

agarem o teploté 44 — 47 °C. Agar se na Petriho miskach necha zatuhnout a inkubuje se

pro plisné a kvasinky pfi teploté (25 £ 1 °C) dobu 2 — 5 dnii. Vyrostlé kolonie se pocitaji

na automatické pocitacce. Pocitaji se misky, které obsahuji méné nez 300 kolonii. U

takovych misek se pocitaji vSechny narostlé kolonie.
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Slozeni Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (- 1)

e Polypepton 500
e (Glukoza 10,0¢g
e Dihydrogenfosforecnan draselny 10¢9
e Siran hote¢naty, 7H,0 0549

e Dichloran (dichloro-2,6-nitro-4-anilin 2,0 mg

e Bengalska Cervenl 25,0 mg
e Chloramfenikol 50,0 mg
e Chloramfenikol chlorhydrat 50,0 mg
e Siran zine¢naty, 7H,0 10,0 mg
e Siran méd’naty, SH,O 5,0 mg
e Tergitol 1,0 ml
o Agar 12,49

4.2.4.4 ChromoCult® Coliform agar

Kultiva¢ni pida ChromoCult® Coliform agar (Merck, Némecko) se pouziva ke
stanoveni po¢tu koliformnich mikroorganismu a E. coli.

ChromoCult® Coliform agar se pfipravuje navazenim 26,5 g dehydratované smési
na 1 | destilované, nebo demineralizované vody. Piesnd navazka se vypocita podle
potiebného mnozstvi plidy. Na jednu Petriho misku je zapotiebi 10 — 15 ml média.
Takto pfipraveny agar se steriluje pti 121 °C 15 min. v autoklavu.

Ptipravené a nafedéné vzorky urcen¢ ke stanoveni poctu plisni a kvasinek se
inokuluji na oznacenou Petriho misku o objemu inokula 1 ml. Inokulum se zaléva
agarem o teploté 45 — 50 °C. Agar se na Petriho miskach necha zatuhnout a inkubuje se
pro koliformni mikroorganismy a E. coli pii 37 °C 24 hod. Pocitany jsou misky s méné
nez 300 KTJ na automatické pocitacce kolonii. U takovych misek se pocitaji zvlast
razové kolonie koliformnich mikroorganismiit a modro-fialové kolonie tvofici

Escherichia coli.
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Slozeni ChromoCult® Coliform agar (- 17)

Pepton

Chlorid sodny
Dihydrogenfosforecnan sodny
Hydrogenfosfore¢nan disodny
Pyruvét sodny

Tryptofan

Sorbitol

Bakteriologicky agar

4.2.5 Vyjadreni vysledki

3,09
5040
2,29
2,79
109
1049
109
10,0 g

Vysledek se vyjadii jako celkovy pocet mikroorganismi na ml (g) vyrobku jako

¢islo 1,0 az 9,9 néasobené 10x (x je ptislusna mocnina 10). Jednotky jsou KTJ (kolonie

tvorici jednotky) nebo CFU (colony forming units).

N

2C

T +01-1y)-d

2C soucet vSech kolonii spoc¢itanych na vybranych padach

n; pocet ploten pouzity pro vypocet z prvniho fedéni

N2 pocet ploten pouZitych pro vypocet z druhého fedéni

d prvni pro vypocet pouzité fedéni

4.2.6 Statistické metody

Vyhodnoceni vysledki analyz bylo zpracovano pomoci softwaru Statistica 10. Takto

byly ziskany statistické popisné charakteristiky, jako je primér a smérodatna chyba

pruméru. Dale byla pouZzita metoda jednoduchého tiidéni analyzy rozptylu (ANOVA).
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5 VYSLEDKY

Primarnim cilem diplomové prace bylo stanovit rezidua veterinarnich 1é¢iv
Vv kufecim mase screeningovymi metodami. Pro stanoveni rezidui antibiotik byl pouzit
Premi® Test, ktery stanovi rezidua ATB na zdklad¢ detekénich limitt uvedenych
v tabulce 5. Maximaélni limity rezidui platné v EU, tedy i vCR jsou uvedeny
v tabulce 4.

Dalsim ukolem prace bylo stanovit kontaminaci kufeciho masa pro CPM, koliformni
mikroorganismy, E. coli, psychrotrofni mikroorganismy, plisné¢ a kvasinky. Dale byl
porovnan rozdil v mikrobialni kontaminaci na zakladé pivodu (CR, dovoz), anatomické

¢asti (prsni svalovina, stehenni svalovina) a zptisobu skladovani (chlazené, mrazené).
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5.1 Rezidua veterinarnich 1é¢iv

Vysledkem analyzy rezidui veterinarnich 1é¢iv je barevna odezva testovaciho média,

kdy pozitivni vzorek je zbarven fialové a negativni zluté.

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky testti na rezidua veterinarnich 1é¢iv ve vzorcich
kufeciho masa. Z vysledkii vyplyva, Ze pozitivni vzorky pochazely ze zahranici.
Konkrétné vzorek z Déanska a jeden vzorek z Polska. Pozitivnim vzorkem se rozumi
takovy, ktery piekrocil maximalni limit rezidui veterinarnich 1é¢iv povolenych v EU.

V tomto vysledna barva agaru po kultivaci v termostatu byla fialova, zatimco negativni

vzorek vykazoval zluté zabarveni.

Tabulka 3: Vysledky odectii barevnych zmén testovaciho agaru Sirokospektralniho

screeningového testu Premi® Test.

Cislo Zemé puvodu Vysledek testu
vzorku
1 Dansko Pozitivni
2 Ceska republika Negativni
3 Polsko Pozitivni
4 Ceska republika Negativni
5 Francie Negativni
6 Slovensko Negativni
7 Polsko Negativni
8 Cesk4 republika Negativni
9 Slovensko Negativni
10 Ceska republika Negativni
11 Polsko Negativni
12 Brazilie Negativni
13 Ceska republika Negativni
14 Ceska republika Negativni
15 Cesk4 republika Negativni
16 | Ceska republika Negativni
17 Ceska republika Negativni
18 Polsko Negativni
19 | Velka Britanie Negativni
20 Ceska republika Negativni
21 Ceska republika Negativni
22 | Ceské republika Negativni
23 | Cesk4 republika Negativni
24 Ceska republika Negativni
25 Polsko Negativni
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Na obrazku 1 je ukazana rozdilna barevna reakce testovaciho média u pozitivniho i
negativniho vzorku masa na pfitomnost piekroceného maximalniho limitu rezidui

veterinarnich lé¢iv.

negativni vzorek pozitivni vzorek

Obrazek 1: Barevna odezva testovactho agaru na pritomnost MLR

antimikrobidalnich latek (R-Biopharm AG, 2010).
Diivodem zjisténi prekroceni MLR v kufecim mase miize byt nedodrzeni

ochrannych lhiit chovatelem dribeze. Jinym divodem muiize byt umyslna aplikace

veterinarnich 1é¢iv pro zvyseni efektivity vykrmu.
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Tabulka 4: Maximalni limity rezidui antibiotik pro svalovinu kurat (Narizeni Komise

(EV) 37/2010).
Antibiotika MLR pro svalovinu Antibiotika MLR pro svalovinu
[ng/kg] [ng/kg]
peniciliny aminoglykosidy
amoxicilin 50 kanamycin 100
ampicilin >0 ?5606:‘2/; Ifr;amycetinu) 500
benzylpenicilin 50 paromomycin 500
kolaxacilin 300 spektinomycin 300
dikloxacin 300 polymyxiny
oxacilin 300 kolistin 150
fenoxymethylpenicilin 25 pleuromutiliny
chinolony tiamulin 100
danofloxacin 200 linkosamidy
difloxacin 300 linkomycin 100
enrofloxacin 100 ionofory
flumekvin 400 lasalocid 20
kyselina oxolinova 100 sulfonamidy
makrolidy suma vSech 100
erythromycin 200 aminoglykosidy
spiramycin 200 neomycin 500
tilmikosin 75 jina
tylosin 100 trimethoprim 50
thiamfenikol 50 zakazané latky
florfenikol 100 chloramfenikol nelze stanovit MLR
tetracykliny chloroform nelze stanovit MLR
chlortetracyklin 100 chlorpromazin nelze stanovit MLR
doxycyklin 100 kolchicin nelze stanovit MLR
oxytetracyklin 100 dapson nelze stanovit MLR
tetracyklin 100 dimetridazol nelze stanovit MLR
orthosomiconova metronidazol nelze stanovit MLR
avilamycin 50 ?\i/g;?érail:li/azoli donu) nelze stanovit MLR
ronidazol nelze stanovit MLR

V tabulce 4 jsou vypsané hodnoty maximalnich limith rezidui pro antibiotika ve
svalovin¢ kufat podle Nafizeni Komise (EU) 37/2010 v¢etné seznamu latek zakazanych,
pro které nelze stanovit MLR. PiekroCenim téchto limitl nesmi byt maso kufat nabizeno

k lidské spotiebé.

41



Tabulka 5: Detekcni limity testovaci soupravy Premi® Test.

Antibiotikum detekce u kuiat Antibiotikum detekce u kurat
[ng/kg] [mg/kg]
peniciliny aminoglykosidy
amoxicilin 5 gentamicin 100
ampicilin 5 streptomycin 1500
benzylpenicilin 3 neomycin 300
makrolidy chinolony
tylosin 50 enrofloxacin >600
erythromycin 100 flumekvin >100
linkomycin 100 polypeptidy
tilmikosin 50 virginamycin 500
spiramycin 1000 bacitacin 500
tetracykliny Zn-bacitracin 1250
chlortetracyklin 100 kolistin >1000
oxytetracyklin 100 ionofory
doxycyklin 100 salinomycin 1000
sulfonamidy monensin 1250
sulfamethazin 75 orthosomicinova
sulfadiazin 75 avilamycin >5000
sulfaguanidin <200 ostatni
sulfapyridin <50 florfenikol 100
sulfamethoxypyridin <100 chloramfenikol 2500
sulfisoxazol <100 trimethoprim 50
sulfathiazol <100 narasin 1250
sulfachlorpyridazin <100 amprolium >2000
sulfamerazin <100 fosfomycin >1500
sulfanilamid <100 furalozidon >1500
sulfaquinoxalin <100 cefalosporiny
sulfametiozol <100 cefchinom 75
ceftiofur 100

V tabulce 5 jsou uvedeny detek¢éni limity testovaci soupravy pro antibiotika
kutfeciho masa. Hodnoty nékterych antibiotik se liSi od hodnot danych Natizenim
EU 37/2010, protoZze neni mozné dosdhnout stoprocentni citlivosti vSech antibiotik
spole¢né v pozadovanych koncentracich. Proto je tieba vysledky ovéfit 1 jinymi testy

pro vylouceni faleSné pozitivnich vysledk.
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5.2 Mikrobialni kontaminace s ohledem na ptvod kufeciho masa

Celkovy pocet mikroorganismii se u vzorktl kufat pochézejicich z CR a zahraniéi
neligil (p > 0,05). Podty mikroorganismti ukufat pochézejicich z CR byly
481log KT - gt (6,310 KTJ - g% a u dovozovych kufat 4,4 log KTJ - g*
(2,6 - 10*KTJ - g'l). Rozdil byl ovSem zaznamenan u vsech ostatnich sledovanych
skupin mikroorganismu (p < 0,05).

U kufat pivodem z Ceské republiky byl detekovan vyssi (p < 0,05) pocet
psychrotrofnich mikroorganisma, 4,5 log KTJ - g (3,1-10" KTJ - ¢'), oproti
dovozovému kufecimu masu ze zahraniéi, které obsahovalo 3,5 log KTJ - g*
3,2-10°KTJ - gb).

Piitomnost E. coli se potvrdila vyssi (p < 0,05) u ¢eskych kutat, kde bylo ptitomno
1,8 log KTJ - g* (5,8 - 10" KTJ - g™, oproti zahrani¢nim s vyskytem 1,2 log KTJ - g™
(1,6 - 10" KTJ - g™h).

Vyssi (p < 0,05) hodnota kontaminace byla zaznamenana u koliformnich
mikroorganismi kufeciho masa pochazejiciho z Ceské republiky, tedy 2,8 log KTJ - g™
(6,5 10° KTJ - gh). U dovozového kufeciho masa jsou hodnoty 1,9 log KTJ - g*
(7,4 - 10" KTJ - g™h).

U plisni a kvasinek, které byly hodnoceny spole¢né, dosahuji ¢eska kurata hodnot
2,5log KTJ - g™ (3,0 - 10> KTJ - g™). Kufeci maso pivodem ze zahrani¢i vykazovalo
nizsi (p < 0,05) hodnoty 1,7 log KTJ - g™ (4,5 - 10" KTJ - g™V).

Grafické porovnani mikrobiologickych hodnot kufeciho masa ptivodem z Ceské
republiky a Evropy je zndzornéno na obrazku 2.

Divodem lepsich vysledkit mikrobidlni kontaminace u dribeze pochazejici ze
zahrani¢i muze byt, ze se v zahrani¢i n€kdy uplatiiuji dekontaminujici postupy pro
snizeni mikrobiadlni kontaminace dribeziho masa. O pouziti takovych postupl jsme

vSak neméli informace. Tyto metody jsou vice popsany v kapitole 3.4.6.1.
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Obrazek 2: Porovnani mikrobidlni kontaminace [KTJ - g'l] u vzorkii pochazejicich
z Ceské republiky a zahranici. Priméry oznacené A a B se v ramci daného faktoru

statisticky lisi (p < 0,05, ncz = 42; ngy = 36).

5.3 Mikrobialni kontaminace v zavislosti na zpisobu skladovani

U vSech mikrobiologicky testovanych skupin mikroorganismu bylo vice (p < 0,05)
mikrobialn¢ kontaminované chlazené kufeci maso.

Co se tyka CPM, byly naméteny nizsi (p < 0,05) hodnoty pro mrazené kufeci maso
3,8log KTJ - g™ (6,3 10° KTJ - g%). Oproti hodnotam u chlazeného kufeciho masa
5,0 log KTJ - gt (9,6 - 10*KTJ - g™V).

Psychrotrofni mikroorganismy byly zjistény ve vys$§im (p < 0,05) poctu u
chlazeného kufeciho masa s hodnotami 4,8 log KTJ - g™ (6,2 - 10* KTJ - g™). Zatimco u
mrazeného masa byly zjistény hodnoty 2,4 log KTJ - g (2,3 - 10° KTJ - g™).

Vyssi (p < 0,05) kontaminace E. coli byla zjisténa u chlazeného kutfeciho masa
1,7log KTJ - g* (5,1 - 10* KTJ - g). U mrazeného kufeciho masa byly namé&feny
hodnoty 1,0 log KTJ - g (1,1 - 10 KTJ - g™).

Hodnoty koliformnich mikroorganismi sledovanych v kufecim mase byly zjistény
jako vys§i (p < 0,05) u chlazeného kufeciho masa shodnotami 2,9 log KTJ - g*
(8,3 10° KTJ - gV). Piitomnost koliformnich mikroorganismii v mrazeném kufecim

mase byla naméfena hodnotami 1,1 log KTJ - g* (1,3 - 10* KTJ g™).
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Co se tyka plisni a kvasinek, vyssi poCty (p < 0,05) byly zjistény u chlazeného
kufeciho masa s hodnotami 2,4 log KTJ - g* (2,5 - 10° - g™). Hodnoty zji§téné u
mrazeného kufeciho masa byly 1,5 log KTJ - g™ (2,8 - 10* KTJ - g™).

Grafické porovna mikrobiologickych hodnot kufeciho masa chlazeného a
mrazeného je znazornéno na obrazku 3.

Pro vSechny testované skupiny bylo statisticky prokazano (p < 0,05) chlazené kuteci
maso jako mikrobiologicky kontaminovangj§i ve srovnani s mrazenym masem, CoZz
muze byt zplsobeno inhibici vétSinové mikroflory kutfeciho masa pfi mrazirenském
skladovani. Druhym divodem miiZze byt nedodrzeni chladiciho fetézce u chlazeného
dribeziho masa, které je navic Casto nabizeno k prodeji v otevienych chladicich
pultech, oproti uzavienym mrazakim, u kterych je tedy 1épe zajiSténa tepelna stabilita.

U mikroorganismli obecné plati, Ze mrazirenské teploty inhibuji vétSinovou
mikrofloru. Pocatecni mikrofléra po jatecném opracovani se tedy mnozi pomaleji,

oproti mikroflofe v chlazeném mase.

(ep]

B mrazené

m chlazené

Pocet mikroorganismii (log KTJ.g 1)
o - N w IS o1
w
>

Obrazek 3: Porovndni mikrobiadlni kontaminace [KTJ - g'l] u vzorkii skladovanych
pri chladirenskych a mrazirenskych teplotach. Priiméry oznacené A a B Se V ramci

daného faktoru statisticky lisi (p < 0,05, Nmrazens = 24; Neptazens = 54).
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5.4 Mikrobialni kontaminace v zavislosti na anatomické ¢asti kurete

Rozdil v mikrobialni kontaminaci u stehenni, nebo prsni svaloviny byl zaznamenan
Vv ptipad¢ koliformnich mikroorganismu, plisni a kvasinek (p < 0,05).

Zjisténé hodnoty CPM byly srovnatelné (p > 0,05), pro stehenni svalovinu hodnoty
odpovidaly kontaminaci 4,7 log KTJ - g (5,0 - 10* KTJ - g™). Hodnoty kontaminace
prsni svaloviny odpovidaly 4,4 log KTJ - g'1 23 10*KTJ - g'l).

Kontaminace psychrotrofnimi mikroorganismy byla srovnatelna (p>0,05) a
dosahovala hodnot pro stehenni svalovinu 4,2 log KTJ - g™ (1,5 - 10* KTJ - g*) a prsni
svalovinu 3,6 log KTJ g™ (4,3 - 10°KTJ - g™).

Rozdil nebyl zjistén ani v ptipadé E. coli (p > 0,05), kde u stehenni svaloviny bylo
zjisténo 1,5 log KTJ - g' (34 10" KTJ- g') a vpiipadé prsni svaloviny
1,5log KTJ - g (2,8 - 10" KTJ - g™).

Hodnoty koliformnich mikroorganismti se liSily v zavislosti na hodnocené
anatomické casti kufete (p <0,05). Zjisténé pocty pro stehenni svalovinu byly
25log KT - gt (3,3 - 10° KTJ - g%), oproti prsni svalovind 1,9 log KTJ - g*
(7,1 - 10" KTJ - gb).

Rozdil (p<0,05) byl zaznamenan také v piipadé plisni a kvasinek. Hodnota
kontaminace stehenni svaloviny byla 2,2 log KTJ - g* (1,6 - 10 KTJ - g). U prsni
svaloviny byla zjiténa kontaminace 1,6 log KTJ - g™ (4,1 - 10" KTJ - g™V).

Grafické porovnani mikrobialni kontaminace dvou anatomickych ¢asti JUT kuftete,

kuteci prsni svaloviny a kufeci stehenni svaloviny, je znazornéno na obrazku 4.
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Obrazek 4: Porovndni mikrobidini kontaminace [KTJ - g*] u vzorkii pochdzejicich
Z odlisnych anatomickych casti JUT kurete. Priiméry oznacené A a B se v ramci

danéhofaktoru StdtiStiCky li§i (p < 0,05, nstehenm’svajovina = 54; nprsm'svamvina = 24).
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6 DISKUSE

Sledovanim rezidui antibiotik a jejich maximélnich limitd rezidui se v Ceské
republice zabyva Statni veterinarni sprava, ktera odhalila pfekro¢eni MLR doxycyklinu
U mrazenych kufecich prsou puvodem =z Danska (SVS, 2013) a MLR rezidua
chloramfenikolu u kufeciho masa pivodem z Ceské republiky (SVS, 2007).
Chloramfenikol patii mezi zakazané latky, tedy jeho rezidua se nesmi v kufecim mase
vyskytovat viibec.

Na evropské urovni sleduje problematiku vyskytu piekroCenych rezidui
veterindrnich 1é¢iv RASFF — Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva. Podle
tohoto systému obsahovaly mrazené kufeci filety piivodem z Ceské republiky vyssi
hodnoty doxycyklinu, nez je MLR, a to v roce 2005 (RASFF, 2005).

Problematika rezidui veterinarnich 1é¢iv se netyka pouze drubeziho masa, ale vSech
zivoc¢isnych produktl. Z vyroénich zprav (RASFF, 2013) bylo v roce 2013 ze vsech
pfijatych oznameni 14,0 % tykajicich se rezidui veterinarnich 1é¢iv. Chlazené veptové
maso puvodem z Belgie obsahovalo nadlimitni hodnoty sulfondiazinu (RASFF, 2013)
nebo vyrobky z kufeciho masa plivodem z Polska obsahovaly nadlimitni hodnoty
doxycyklinu (RASFF, 2013). V roce 2014 RASFF piijalo ¢tyfi oznameni tykajici se
veterinarnich 1é¢iv. Jednim z Castéji se vyskytujicich bylo oznameni o korysich a jejich
produktech pavodem z Vietnamu (RASFF, 2014).

Rezidua antibiotik v potravinach piedstavuji riziko pro konzumenta z hlediska
vyvoje rezistentnich kmenli mikroorganismi, precitlivélou reakci u citlivych jedinct
(Nisha, 2008; Vollard a Clasener, 1994) a naruseni pfirozené stievni mikroflory
(Jones, 1999; Cunha, 2001). Ne¢ktera I1é¢iva mohou vyvolat toxické reakce
(Paige a kol., 1997). Neptimé a dlouhodobé predstavuje karcinogenita, reprodukéni
toxicita a teratogenita (Novais a kol., 2010).

Podle uZ neplatné vyhlasky 132/2004 by pocet koliformnich mikroorganismi nemé¢l
presahovat hodnotu 10* KTJ - g?. Ve vysledcich tuto hodnot piekraduji dva dil&i vzorky
ze dvou analyzovanych vzorkli ptivodem z Polska. V obou piipadech se jedna o
chlazend kufteci prsa.

Co se tyka mikrobiologické kvality, podle CSN 56 9609 (2008) se u masa driibeZe
muize pouze u dvou vzorki z péti vyskytovat bakterie E. coli v hodnotach 5 - 102, jinak

se nepfipousti pfitomnost této bakterie. Uplnou nepiitomnost bakterie E. coli
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vykazovaly dva vzorky, oba byly zmrazeny a ptivodem ze Slovenska. V jednom piipadé
byla analyzovana prsni svalovina a v druhém piipad¢ stehenni svalovina. Hodnota
E. coli pod 5 - 107 byla zjisténa celkem u 11 vzorkd. U zbylych 13 vzorku byla alespoii
u jednoho ze tii dil¢ich vzorki prekro¢ena hodnota 5 - 102,

Ze studie Shareef a kol. (2012) zaméfené na sledovani mikroorganismi ve
zmrazenych kufecich stehnech byla zjisténa ptfitomnost celkového poctu
mikroorganismi 4,8 + 0,35 log KTJ - em? u vzorkd pochazejicich z Iraku.
U mrazenych kufecich stehen dovezenych do Irdku byla hodnota celkového poctu
mikroorganismi niZ§i s hodnotou 3,8 + 0,25 log KTJ - cm™. Nami zji§téné hodnoty
(3,8 log KTJ - g') zmrazeného kufeciho masa jsou srovnatelné s hodnotami studie
Shareef a kol., (2012) u do Iraku dovezeného kufeciho masa. V pfipad€, Ze srovname
nami zjisténé¢ vysledky celkového poctu mikroorganismli stehenni svaloviny
4,710g KT - gt s vysledkem Shareef a kol. (2012), hodnoty jsou si vice podobné se
vzorky z Irdku. Prepoditanim vysledkii pro ndmi hodnocend mrazena kufeci stehna
(n = 15) odpovida vysledek pro CPM 4,0 log KTJ - g'l.

Al-Groom a Abu Shagra (2013) se zaméfili na testovani mikrobiologické kvality
mrazeného kufeciho masa. Ze studie vyplyva, Ze hodnoty celkového poctu
mikroorganismtl pro mrazend kufeci stehna byla mensi, nez 10* KTJ - g'l. U celych
kufat hodnota kontaminace byla mensi nez 2,9 - 10* KTJ - g™. Nami zjisténé vysledky
pro celkovy pocet mikroorganismtii stehenni svaloviny jsou vys§i, a to
50 10°KTJ-g' oproti studii. Zatimco hodnoty pro mrazené kufeci maso
6,3 10°KTJ - g' jsou niZ&i, neZz uvedené ve studii. Hodnota celkového poétu
mikroorganismi pro mrazena kufeci stehna (n = 15) odpovida 9,3 - 10° KTJ - g“l, coZ
odpovida vysledkim ze studie Al-Groom a Abu Shagra (2013).

Hodnoty koliformnich mikroorganismiti ze studie Al-Groom a Abu Shagra (2013)
jsou mensi nez 2,9 - 10? KTJ - g'l pro celd mrazend kutata a mén¢ nez 10? KTJ - g'1 pro
mrazena kufeci stehna. Nami namétfené vysledky obecné pro mrazené kutfeci maso
dosahuji niz&i hodnoty kontaminace koliformnimi mikroorganismy 1,3 - 10' KTJ - g* a
pro kufeci stehna obecné hodnoty 3,3 - 10? KTJ - g™, Pro mrazena kufeci stehna
(n = 15) byla kontaminace koliformnimi mikroorganismy 3,1 - 10 KTJ - g™. CoZ je
vice, nez zjistili Al-Groom a Abu Shaqra (2013) ve své studii.

Mikrobiologicky profil chlazeného kufeciho masa hodnotil Cohen a kol. (2007) u
masa z trzni sit€¢ supermarketll v zavislosti na ro¢nim obdobi. V horkém obdobi

(25-39°C) byl celkovy pocet mikroorganismi 5,9+ 0,6 log KTJ - g*, zatimco
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v chladném (5 — 20 °C) obdobi 4.5 + 0,5 log KTJ - g*. Nami zmé&fené hodnoty CPM pro
chlazené kufeci maso 5,0 log KTJ - g™ jsou vys§i neZ v piipadé testovanych kufat
Vv chladném obdobi od Cohen a kol. (2007). Kontaminace koliformnimi
mikroorganismy Vv horkém obdobi se pohybovala 3,6 + log KTJ - g a v chladném
obdobi 2,6 + 0.4 log KTJ - g*. Vysledna hodnota pro E. coli v horkém obdobi se
pohybovala v hodnotach 2,5 + 0,6 a v chladném obdobi 1,6 +0,5 log KTJ - g'l. Nami
naméfené  vysledky  hodnot  kontaminace  koliformnimi  mikroorganismy
2,9 log KTJ - g a pro E. coli 1,7 log KTJ - g* jsou mezi srovnavanymi. Pfitom ndmi
testované vzorky byly testovany v obdobi biezen az duben, kdy se teplota vzduchu
pohybovala primérné mezi 2 — 11 °C v bifeznu a 4 — 16 °C v dubnu (CHMU, 2016),
tedy bylo chladnégji oproti chladnému obdobi podle Cohen a kol. (2007).

Abdel-Rahman a kol. (2008) porovnavali mikrobiologicky profil mrazeného
kufeciho masa pivodem z Japonska, nebo dovozového do Japonska. Celkovy pocet
mikroorganism@i u celych kufat pivodem zJaponska byl 521log KTJ - g* u
importovanych do Japonska byla hodnota 3,8 log KTJ - g™. Vysledky naseho méfeni
pro CPM mrazeného kufeciho masa jsou srovnatelné s do Japonska dovaZenym
mrazenym kufecim mase, tedy 3,8 log KTJ - g™, Hodnoty koliformich mikroorganismii
pro Japonska celd kufata 4,5 log KTJ - g a dovozova do Japonska 2,2 log KTJ - g™,
Néami zjisténa hodnota koliformnich mikroorganisml pro mrazené kuteci maso je nizsi,
tedy 1,1 log KTJ - g'l, V porovnani se studii Abdel-Rahman a kol.

Hodnoty celkovych pocti mikroorganismi pro mrazena kuieci prsa z Japonska
4,3 log KTJ - g'1 je o malo niz$i oproti nami ziskané hodnoté 4,4 log KTJ - g'1 pro
kufeci prsa, ovSem vyS88i oproti mrazenému kufecimu masu s hodnotou
3,8 log KTJ - g*. Oviem nami zjisténa hodnota celkového poctu mikroorganismi pro
mrazena kufeci prsa (n = 27) byla 3,5 log KTJ - g™, coZ je mén& i ve srovnani s do
Japonska dovaZenymi mrazenymi kufecimi prsy s hodnotou pro CPM 3,8 log KTJ - g™.
Kontaminace koliformnimi mikroorganismy mrazenych kufecich prsou z Japonska
4,51log KTJ - g* a mimo Japonsko 1,90 log KTJ - g™, proti ndmi zméfené hodnotd
1,9 log KTJ - g™ pro kufeci prsa, 1,1 log KTJ - g™ pro mrazené kufeci maso a pro
mrazena kufeci prsa 1,3 log KTJ - g, (n = 27). Mrazena stehenni svalovina ptivodem
z Japonska vykazovala hodnoty pro CPM 5,1 log KTJ - g™, dovozova mrazena kufeci
stehna 3,8 log KTJ - g a hodnota z naseho méfeni byla 3,8 log KTJ - g™ pro mrazené
kufeci maso, 4,7 log KTJ - g pro kufeci stehna a 4,0 log KTJ - g™ pro mrazena kufeci

stehna (n = 15). CoZ je méné ve srovnani s kufecim masem z Japonska. Kontaminace
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koliformnimi mikroorganismy v pfipadé japonskych mrazenych kufecich stehen
4,6 logKTJ - g* a importovanych 1,2 log KTJ - g ve srovnani s nasim vysledkem
1,11log KTJ - g'1 pro mrazené kuieci maso, 2,5 log KTJ - g'1 pro kufeci stehna a
2,5 log KTJ - g** pro mrazena kuteci stehna (n = 15) (Abdel-Rahman a kol. 2008).

Kozacinski a kol. (2006) analyzovali kuteci prsa s kiizi i bez kiize na celkovy pocet
mikroorganismti. U kufecich prsou bez kize byly naméfeny hodnoty
CPM 4,72 + 0,38 log KTJ - g'1 a u kufecich prsou s kazi 3,7 + 0,88 log KTJ - g'l. Nami
zjisténa hodnota pro CPM kufecich prsou byla 4,4 log KTJ - g'l.

Alvarez-Astroga a kol. (2002) hodnotili kufeci stehna bez kiize z hlediska CPM,
pocetu psychrotrofnich mikroorganismd, koliformnich mikroorganismti a E. coli.
Hodnota celkového poétu mikroorganismi u kufecich stehen byla 5,8 log KTJ - g™,
psychrotrofnich mikroorganismé 7,1 log KTJ - g*, koliformnich mikroorganismi
3,6 log KTJ - gt a E. coli 2,6 log KTJ - g™. Ve srovnani s ndmi ziskanymi vysledky je
hodnota celkového podtu mikroorganismi v nasem piipadé nizsi 4,7 log KTJ - g,
stejné jako u psychrotrofnich mikroorganismi 4,2 log KTJ - g™, kontaminace
koliformnimi mikroorganismy byla nami zméfena nizsi, a to 2,5 log KTJ - g i E. coli
byla v nagem pfipadé zjisténa v nizs§im poétu, tedy 1,5 log KTJ - g™.

Voidarou a kol. (2011) porovnavali mikrobiologickou kontaminaci chlazeného
kufeciho maso podle zpisobu chovu. Mezi sledovanymi mikrobiologickymi ukazateli
byl celkovy pocet mikroorganismt, psychrotrofni mikroorganismy a E. coli u
konven¢niho i volného chovu. Hodnota celkového poctu mikroorganismt byla pro
konvenéni zpiisob chovu 4,7 log KTJ - g'l a volny chov 5,6 log KTJ - g'l, nami zjisténa
hodnota celkového poctu mikroorganismi byla pro chlazené kufeci maso
5,0 log KTJ - g™*. Kontaminace psychrotrofnimi mikroorganismy byla zjidténa v piipadé
konvenéniho zptisobu chovu 3,1log KTJ - g a vpiipadé volného chovu
3,6 log KTJ - g*. Ob& hodnoty jsou niz§i ve srovnani snami naméfenym podtem
psychrotrofnich mikroorganismi v chlazeném kufecim mase (4,8 log KTJ - gb).
Detekce E. coli vkufecim mase pochazejicim zkonvenéniho chovu byla
1,6 log KTJ - g™* oproti volnému chovu 2,8 log KTJ - g. Nami naméfen4 hodnota pro
E. coli v chlazeném kufecim mase byla 1,7 log KTJ - g™.

Del Rio a kol. (2007) analyzovali chlazena kufeci stehna z hlediska mikrobialni
kontaminaci celkového po&tu mikroorganismi 4,3 log KTJ - g™, psychrotrofni
mikroorganismy 2,8 log KTJ - g, koliformni mikroorganismy 4,5 log KTJ - g™, plisn&
a kvasinky 4,0 log KTJ - g™. Tyto hodnoty byly ziskany z kufecich stehen ihned po
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dokonceni jate¢ného opracovani. U kufecich stehen byla hodnota celkového poctu
mikroorganismil 4,7 log KTJ - g, psychrotrofnich mikroorganismi 4,2 log KTJ - g™,
koliformnich mikroorganismu 2,5 log KTJ - g'l, plisni a kvasinek 2,2 log KTJ - g‘l.
V piipadé chlazené¢ho kuieciho masa naSe vysledky dosahovaly hodnot pro celkovy
po&et mikroorganismii 5,0 log KTJ - g™, psychrotrofni mikroorganismy 2,4 log KTJ - g’
!, koliformni mikroorganismy 1,1 log KTJ - g*, plisn& a kvasinky 1,5 log KTJ - g™.
Piepocitanim vysledkii pro chlazena kufeci stehna (n = 39) je hodnota pro CPM
chlazenych kufecich stehen vyssi, oproti Del Rio a kol., tedy 5,0 log KTJ - g%, hodnota
pro psychrotofni mikroorganismy je vyssi, tedy 4.8 log KTJ-g? hodnota pro
koliformni mikroorganismy je nizsi, tedy 2,9 log KTJ - g™ a vy3si pro plisn& a kvasinky

s hodnotou 2,2 log KTJ - g*
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe o problematice
stanoveni veterindrnich 1é¢iv v mase dribeze a mikrobiologii drilbeziho masa se
zaméfenim se na vyznamné druhy mikroorganismi. V praktické casti stanovit rezidua
veterinarnich 1é¢iv screeningovou metodou Premi® Test a provést mikrobialni analyzu
a stanovit vybrané skupiny mikroorganismui.

Rezidua veterinarnich 1é¢iv v potravinach jsou zdravotnim rizikem pro konzumenty,
z hlediska vyvoje rezistentnich kmend, hypersenzitivnich a toxickych reakci.
V dribezim mase mohou byt stanovovana fyzikdlnéchemickymi metodami,
imunologickymi screeningovymi metodami, mikrobiologickymi metodami nebo
Sirokospektralnimi komerénimi testy. Fyzikalnéchemickd metoda dokéze kvantitativné 1
kvalitativné stanovit rizné skupiny 1é¢iv i konkrétni latku. Imunologické screeningové
metody vyuzivaji vazby antigen-protilatka, kterd je specifickd pro kazdou latku a
moznost jeji kvantifikace. Mikrobiologické metody vyuzivaji princip inhibice bakterii
antimikrobidlnimi latkami obsazenymi ve vzorku. Pokud vzorek neobsahuje rezidua
inhibi¢nich latek, bakterie neni inhibovana v ristu. Screeningové komercni testy
vyuzivaji schopnosti mikroorganismi produkovat kyselinu a ménit tak zabarveni
indikatoru v kytu. Inhibované mikroorganismy rezidui veterinarnich 1é¢iv ze vzorku
neprodukuji kyselinu, tedy nedojde k barevné reakci s indikatorem.

Vyznamnymi skupinami mikroorganismt, které mohou pochazet z driibeziho masa a
ptredstavuji zdravotni riziko pro ¢lovéka, jsou bakterie rodu Salmonella, Yersinia,
Staphylococcus, Clostridium, Listeria, Campylobacter a kmen Escherichia coli.
Spravnou vyrobni a hygienickou praxi by mély byt hodnoty téchto mikroorganisml na
takovych urovnich, aby bylo minimalizovano riziko onemocnéni.

V praktické c¢asti byla prokdzana pfitomnost nadlimitnich hodnot rezidui
veterinarnich 1é¢iv stanovenych v Natizeni Komice (EU) 37/2010. Z celkového poctu
testovanych 25 vzorkl byly hodnoty RIL piekroCeny u dvou vzorki. Ani jeden vzorek
nemél ptivod v Ceské republice.

Mikrobiologickou analyzou byly porovnany vzorky kufeciho masa na zaklad¢ zemé
ptuvodu, zptsobu skladovani a analyzované anatomické ¢asti. Byl analyzovan celkovy
pocet mikroorganismi, psychrotrofni mikroorganismy, E. coli, koliformni
mikroorganismy, plisné a kvasinky. Pfi srovnani mikrobidlni kontaminace kufat na

zakladé zemé pivodu lze konstatovat, Ze kufata dovaZena do Ceské republiky ze
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zahrani¢i dosahovaly prokazatelné nizs$ich hodnot mikrobialni kontaminace ve srovnani
s Ceskymi kufaty. Pouze v hodnotich celkového poctu mikroorganismi se hodnoty
statisticky vyznamné neliSily. Porovnani chlazeného a mrazeného kufeciho masa
ukazuje (p < 0,05) rozdil pro vSechny hodnocené skupiny mikroorganismuti ve srovnani
s mrazenym. Vysledky analyzy pro mikrobidlni kontaminaci kufeci prsni a stehenni
svaloviny ukazuji rozdil (p < 0,05) pouze v pfipad¢ koliformnich mikroorganismu,
plisni a kvasinek. Niz§i hodnoty mikroorganisma v téchto piipadech vykazuje prsni
svalovina oproti stehenni.

Dodrzovanim ochrannych lhit v ptipadé podavani veterinarnich 1é¢iv v chovech
driibeze by mélo byt zabranéno vyskytu prekroceni jejich rezidui v kone¢ném produktu
jatecného opracovani. Spravnou vyrobni a hygienickou praxi pfi jate€ném opracovani
by méla byt fizena rizika spojend s alimentarnimi mikroorganismy, které by mohly
zpusobit vdzna onemocnéni spottebiteld. Dodrzovanim téchto zasad by mélo byt

produkovéno kvalitni, zdravotné nezdvadné driibezi maso.
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10 SEZNAM ZKRATEK

AFNOR — Association Francaise de Normalisation

AFSSA — Agence Francaise de Sécuritaire des Aliments

APCI — atmospheric-pressure chemical ionization — chemicka ionizace za
atmosférického tlaku

C. jejuni — Campylobacter jejuni

C. perfringens — Clostridium perfringens

CNS - centralni nervova soustava

CPM — celkovy pocet mikroorganismt

CR — Ceska republika

CSN — Ceska statni norma

DBRC — Dichloran Bengal Rose Chloraphenocol agar

DFU — colony-formint unit — kolonie tvofici jednotky

E. coli — Escherichia coli

EC . European Commission — Evropska komise

EHEC — enterohaemorrhagic — enterohemoragicka

EIEC — enteroinvasive — enteroinvazivni

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

EPEC — enteropathogenic — enteropatogenni

ESI — electrospray ionization — elektro sprejova ionizace

ETEC — enterotoxigenic — enterotoxigenni

EU — Evropské unie

HACCP — Hazard Analysis and Critical Control Points — Systém analyzy rizika a
kritickych kontrolnich boda

HPLC - hight performance liquid chromatography — vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

HRMS — high resolition mass spektrometry — hmotnostni spektrometrie s vysokou
ucinnosti

ISO — Intenational Organization for Standardization — Mezinarodni organizace
standardizaci

JUT — jate¢né upravené télo

KTJ — kolonie tvofici jednotky

LC — liquid chromatography — kapalinova chromatografie
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LOD - low obtain dose — minimalni detekéni hodnota

MLR — maximalni limit rezidui

MS — mass spectrmetry — hmotnostni spektrometrie

NTPT — new two-plate test — nova dvou plotnova zkouska

PCA — Plate count agar

PV — panton-valentine

RASFF — Rapid Alert systém for Food and Feed — Systém rychlého varovani pro
potraviny a krmiva

RIA — radioimmunoassay

S. aureus — Staphylococcus aureus

SVS — Statni veterinarni sprava

UPLC — ultra performance liquid chromatography — ultra ¢inna kapalinova
chromatografie

USA — United States of America — Spojené staty americké

UV — ultra violete — ultra fialové

Y. enterocolitica — Yersinia enterocolitica
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11 PRILOHY

Obrazek 1: Testovaci ampule Premi® Test pred pouZitim.

Obrdazek 2: Vysledek hodnoceni za pouziti metody Premi® Test, ampule 1 — pozitivni
na RIL, ampule 2 — negativni na RIL.
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Obrazek 3: Vysledek hodnoceni za pouziti metody Premi® Test, ampule 3 — pozitivni

na RIL, ampule 4, 5, 6, 7 — negativni na RIL.

/g

Obrdzek 4: Petriho miska s narostlymi plisnémi a kvasinkami mikroskopované
digitalnim mikroskopem VHX 5000.
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Obrazek 5: Plisen analyzovana v kurecim mase mikroskopovana digitdalnim
mikroskopem VHX 5000.

Lens: Z00:X50

Obrazek 6: Plisen analyzovana v kurecim mase mikroskopovana digitalnim

mikroskopem VHX 5000.
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Lens: Z20:X50¥

Obrazek 7: Kvasinka s plisni analyzované v kurecim mase mikroskopované

digitalnim mikroskopem VHX 5000.

Obrazek 8: Kvasinka analyzovand v kurecim mase mikroskopovana digitalnim

mikroskopem VHX 5000.
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Lens: Z20:X100

Obrazek 9: Kvasinka analyzovand v kurecim mase mikroskopovana digitalnim

mikroskopem VHX 5000.

Lens: 220:X30

Obrazek 10: Kvasinky analyzované v kurecim mase mikroskopované digitalnim

mikroskopem VHX 5000.
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Obrazek 11: Kvasinka analyzovand v kurecim mase mikroskopovana digitalnim

mikroskopem VHX 5000.
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