VYSOKA SKOLA
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE

Mikroorganismy a potraviny — ano
Ci ne

alias

Mikrobiologicka bezpecnost
potravin

Katerina Demnerova

Dietni vyziva 3.10.2017




Zkusebni laborator

Detekce potravnich
patogent

»zalozenych na standarnich
normativnich metodach

»zalozenych na molekularné
genetickych metodach ¢
- Salmonella sp. \\» DA -
- Listeria monocytogenes Py
- Campylobacter sp. PCR — Polymerasova

- Cronobacter sakazakii fetézova reakce

»zalozenych na
imunochemickych metodach
-Cronobacter sakazakii
- Listeria monocatogenes
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Akreditace od 1.4. 2006 (CIA)

)
\ \
Detekce a kvantifikace GMO v

potravinach a potravinovych
surovinach

»vyuziti vysoce citlivych
systému PCR a Real on Time
PCR

»Clen ENGL (European
Network of GMO laboratories)

>¢len sité GMO laboratofi v CR
a SR




Vnimani rizik z prijmu cizorodych latek

laicka verejnost | odbornici
Rezidua pesticidl

Kontaminanty Zivotniho
prostredi

Potravinova aditiva

Mikrobiologicka
kontaminace

Prirodni toxiny




Vnimani rizik z prijmu cizorodych latek

laicka verejnost | odbornici

Rezidua pesticidd Mikrobiologicka
kontaminace

Kontaminanty zivotniho Prirodni toxiny

prostredi

Potravinova aditiva Kontaminanty zivotniho
prostredi

Mikrobiologicka Rezidua pesticidl

kontaminace

Prirodni toxiny Potravinova aditiva




Co nas ceka? Nové trendy?

» hlavni ukol: bezpecné potraviny

gl
&OAFETY

» nové netypické patogeny

)

» rostouci vyznam probiotickych bakterii

» mikrobiom, nejen lidsky




Hlavni cil:
bezpecné a jeste bezpecnéjsi
potraviny!!!!

preventivni principy systému HACCP jiz zdomacnély v
potravinarském primyslu

zlepsila se hygiena vyroby potravin na vSech urovnich

stale vsak neni zcela jasné, jak snizit vyskyt onemocnéni
vyvolanymi salmonelami, kampylobaktery a listeriemi
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efsam Zprava EFSA

European Food Safety Authority

* Prosinec 2016 - nejCastéjsi onemocneéni je
kampylobakteridza, hlavni zdroj dribez

» Salmonelodzy jsou na ustupu, nicméné pomalém
e Stale rostou onemocnéni z potravin a vody vyvolané viry

e Listeriozy v roce 2015 — celkem 2 161 laboratorné
overenych pripadu

e E.coliVTEC v roce 2015-5 251 pripad

Z Je

Proc se nedafi ucinné sniZovat pocet pripadu???




Mikroorganismy na Zemi

Nekolik ¢isel na zacatek......
 Bakterie 3,6 mil. let
* Eukaryota 2,1 mil. let

* 99% mikroorganismu (bakterii) pritomnych
na planete neumime kultivovat

* V lidském téle je celkové 103 bunék
* V lidském téle je 10'* mikroorganism
e 7-10 tis. druhu

e Lidsky MIKROBIOM —,,druhy lidsky genom*“
Soubor vsech genu mikroorganismu v daném prostredi




Vyznam mikroorganismu

* Pozitivni
- tvorba a zachovani zivotniho prostredi

- prumyslova cinnost
* Negativni
— puvodce onemocnéni

— mikrobialni koroze
—rozklad potravin a potr.surovin



Co jsou vlastné bezpecné, zdraveé
potraviny?

e Vajitka?????

e /elenina????

 Maso a vyrobky z nich????

* Mouka a vyrobky z ni????
* Mléko a mlécné vyrobky????




Potravinarsky vyznamne
mikroorganismy

nezadouci

Pfirozena

Patogenni
mikroflora mikroorganismy
Cisté potravinaiské Mikroorganismy
kultury s nezadouci enzymovou

aktvitou



Zadouci mikroorganismy
Vyr'oba

» fermentovanych mlécnych vyrobkd
« fermentovanych masnych vyrobkd
e drozdi, vina, piva, octa, lihu, peciva, kysané zeleniny, atd.
* probiotika x prebiotika

* Probiotika jsou zivé mikroorganizmy, které aplikovany
v priméreném mnozstvi priznive ovliviuji zdravotni stav
hostitele.

Prebiotika jsou nestravitelné latky, jejichz konzumace ma
priznivy fyziologicky ucinek na hostitele selektivni stimulaci
rastu nebo aktivity nékterych kmenu strevni mikroflory.

e antibiotik



Nezadouci mikroorganismy

MO pritomné v potravinach se mohou
podilet na:

* mikrobialnim kazeni potravin

* vzniku alimentarnich infekci (patogenni
MO)



Hodnoceni mikrobiologického rizika

* rozlisit typy vyrobku:
e -vyzadujici zkouseni (podle prislusnych norem
EN ISO)

* - mikrobiologicky malo rizikové nebo
nerizikové



Analyza mikrobiologického rizika
zavisi na nekolika faktorech

* moznost mikrobiologické zkazy vyrobku
* patogenita mikroorganismu
e tepelné osetreni

» vék uzivatele (dospéli, deti, deti do 3
let)



Rustové podminky pro mikroorganismy

* Food

* Acidity

* Time

* Temperature
Xygen

* Moisture

Zdroj zivin

Kyslik

Vlhkost (vodni
aktivita)



Slozeni a vlastnosti vyrobku

Ziviny : oleje, mastné * Pfitomnost kysliku:
kyseliny, alkoholy..... aerobni x anaerobni

pH: bakterie, kvasinky, podminky

plisné * Vodni aktivita: a,,

Doba: skladovani, halofilni, osmofilni,
uzivani xerofilni mikroorganismy

Teplota: vyroba,
skladovani



135°

The
Danger |-|-I-|-|-I-I-|-|-I-I-H-I-|

Zone 0 1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 13 14
10

Acid Meutral Alkaline
{Base)

Co vime o narocich
mikroorganismu na rust???




Faktory ovlivAujici rast mikroorganismu v
potravinach

Vnitrni : ziviny, pH, redox potencial, vodni
aktivita, antimikrobialni aktivity

Vnéjsi: vlhkost, teplota, atmosféra

Implicitni: specificka rustova rychlost,
synergismus, antagonismus, komensalismus

Technologické: krajeni, myti, baleni, zareni,
pasteurizace



Vnitrni faktory

Pidsobenim mikroorganismu se meéni vlastnosti potravin
(napf. textura, konzistence, vuné, chut, vzhled). K jakym
zmenam dojde je zavislé na chemickych a fyzikalnich
vlastnostech potraviny (intrinsic factors):

* sloZzeni potraviny (dostupnost Zivin)

* koncentrace vodikovych iontt (pH)

* aktivita vody (a, )

* oxido-redukéni potencial (E,)

* textura potraviny

* pritomnost antimikrobialnich latek v potravinach



Vneéjsi faktory

Zpusob uchovani a skladovani potravin ma vyznamny vliv na
mikrofloru potravin. Jakost a trvanlivost potravin je urCovana
vnéjsimi faktory (extrinsic factors).

* teplota prostredi

e relativni vlhkost vzduchu (% RV)
* slozeni atmosféry

* Cas



Nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005

o mikrobiologickych pozadavcich na potraviny

Potraviny nesmeéji obsahovat mikroorganismy
nebo jejich toxiny Ci metabolity v mnozstvich,
ktera predstavuji neprijatelné riziko pro lidskeé
zdravi.



Nafizeni komise (ES) €. 1441/2007, kterym se meéni
narizeni (ES) €. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich
pro potraviny

 Kap. 1 - Kritéria bezpecnosti
potravin

- Salmonella sp. Kap. 2 - Kritéria hygieny

vyrobniho procesu

* Listeria monocytogenes

. e maso a vyrobky z néj
« Enterobacter sakazakii y y J

. * mléko a mlécné vyrobk
* Bacillus cereus e avaro Yy Yy
. * vajecné vyro

* enterotoxiny Staphylococcus : y y

aureus * produkty rybolovy

 biogenni aminy * zelenina a ovoce a vyrobky

Kap.3 Pravidla pro odbér vzork a pripravu zkusebnich vzorkii



Narizeni komise (ES) ¢. 209/2013
(k natizeni ¢. 2073/2005)

(&4

22 S pfihlédnutim k nejnovéjSi upravé provedené referencni laboratori EU pro E. coli
vCetné E.coli produkujicich VTEC, pro zjiStovani STEC O104:H4
23 Kromé klicku, které byly oSetfeny za ucelem odstranéni Salmonella spp. STEC



| ouls Pasteur
(1822-1895)

,Panove, jsou to mikrobi, kteri
maji posledni slovo”



Kriteria bezpecnosti potravin
MIlécné vyrobky

Salmonella spp.

Negat./25 g: - syry ze syroveho mléka (< pasterace)
- suseneé mleko a syrovatka

- mrazené vyrobky (s vyjimkami)

Stafylokokové enterotoxiny
Nedetek./259 - syry
- susené miléko
- susena syrovatka

E. sakazakil
Negat./10g - kojenecka vyziva (n=30)




HACCP v potravinarske
mikrobiologie



HACCP

HAZARD
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HACCP historie

e Puvodné vyvinut béhem US vesmirného
programu NASA.

* Pozadavek absolutni bezpecnosti potravin

* Vroce 1973 US Food and Drug Administration
(FDA) navrhla pro kontrolu nekyselych konzerv

* Postupné zavadén do nejruzneéjsich
potravinarskych vyrob



HACCP

* Hazard znamena zdroj nebezpeci, neprijatelna
kontaminace, rust a preziti mikrobu
ovlivaujicich udrznost, stupen nebezpecnosti

* Botulin — nejvyssi hazard
* Enterotoxiny St.aureus mensi hazard



HACCP

Risk — odhad stupné pravdépodobnosti
vyskytu nebezpecdi (hazardu).

Botulin — velice nizky risk
Salmonella — stredné vysoky risk

Navrzeni systému pro HACCP: vytvoreni tymu,
uplny popis vyrobniho procesu, analyza
vstupnich surovin



HACCP

1.Analyza nebezpeci

2. Nalezeni kritickych kontrolnich bodu
3.Vytvoreni kriterii pro kontrolni body
4. Monitorovani kritickych kontrol.bodu
5. Protokoly pro odchylky kontrol. Bodu
6. Vedeni zaznamu

7. Ovéreni - verifikace



Application of HACCP ecas

I =
B C

EGG PRODUCING
FARMS

CONSUMPTION

Controlled /Regulated by: Hazard Tvpes
f— B - Biological
BCMOH C - Chemical
L | CFIA P - Physical
Red where potential hazards are
| ] BCMAL present

Consumer Green where potential hazards can be

f—mmmmM8M8M8
controlled
ff—————— Health Authority

33
http://www.bccdc.ca/NR/rdonlyres/239EE755-B35B-4040-B5EB-CAF37801480A/0/Eggsflowchartsep08.jpg



Application of HACCP

Form 3: Process Flow Diagram

i H 1. Receiving BCP H l
2. Chemical > 4. Packagin
5 i I i
Storage " 3. Fresh Vegetable Storage BCP " Maten‘al/f?oo%
c Additives
Storage
|| 3 3 3 - ) BCP
1l 5. Inspection/Sorting/Trimming BCP “=
[ e Firstwash Bcp |
‘ Water/well
[ 7. cuting/siicing/Shredding/Grinding ~ BCP H Water:
BCP
4 P
[ & washing BcP |
v ‘ CccpP-1BC }
=H 9. Antimicrobial Treatment BCP “<
. v ccp-2BC
Il 10. Rinsing BCP <
v
11. Drying BCP ||
v
" 12. Blending/Mixing BCP "
v ccP-38B
13. Packaging/Labelling/Coding BCP <
L o v CCP-4P
" 14. Metal Detection BCP
Point
B: Biological Hazard v
gphysw:'l-lazard " 15. Storage (1—4°C) BCP [l—.ll 16. Shipping/Distribution BCP Il

http://www.inspection.gc.ca/DAM/DAM-food-aliments/STAGING/images-
images/fsep_manual_generic_rte_vegetables_imagel_1371048915316_e

ng.jpg



HACCP

* Nalezeni (identifikace) kritickych kontrolnich
bodu

e Krit. kontrol bod je definovan jako naleziste,
postup nebo procedura,ktera ovlivhuje
mikrobiologické nebezpeci, které musi byt
preventivne odstranéno, vylouceno nebo
snizeno na prijatelnou Uroven. Ruzna tepelna
osetreni a pod.



HACCP

Vytvoreni kriterii pro kontrolni body

Po identifikaci CCP — nutno najit kriteria, ktera
daji proces pod kontrolu

Fyzikalni parametry, T, a,, velikost baleni

Chemické parametry, pH, koncentrace NaCl,
Cl- v chladici vodé konzerv, mnozstvi
konservantu

Sensorika — textura, vzhled, viiné/zapach



HACCP

* Monitorovani kritickych kontrol.bodu

* Nejkritictéjsi cast procesu - nutno pracovat v
realném Case a sledovat spravné parametry.

* Vyznamna role mikrobiologického testovani
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A" 4 Y 4

Vase vyrobky
Skittles (cukerny):
Do 90% sacharidy
1% Kyselina (citronova:jablecna = 1:1) — v centru 1.4, na cely bonbon cca 1%
5% tuk (v centru 5%, na cely bonbon cca 3.7%)
cca 4% vlhkost (vihkost centra je 5,1%, se slupkou pak tech cca 4% )
Zbytek: barva, aroma, emulgator...
Vodni aktivita: 0.32
pH mezi 4-5

Solano varianta Cream(bezcukerny):

84% polyoly

7% Maslo

6% Smetana

Cca 1% vlhkost

Zbytek: barva, aroma,sul, sladidla, emulgator...
Vodni aktivita: 0.3

pH mezi 6-7



| ouls Pasteur
(1822-1895)

,Panove, jsou to mikrobi, kteri
maji posledni slovo”



Co si rekneme priste?

* mikroorganismy v potravinach
kazici mikroflora, patogenni
organismy

* soucasna legislativa

* metody stanoveni
mikroorganismu v potravinach



Hodnoceni mikrobiologického rizika

* rozlisit typy vyrobku:
e - vyzadujici zkouseni (podle prislusnych norem
EN ISO)

* - mikrobiologicky malo rizikové nebo
nerizikové



Umyj si ruce PO ...

pouziti toalety hrani si se zviraty
kychani smrkani, kaslani

0

manipulaci s jidlem

Setreni otevrené rany



Latky s antimikrobialni aktivitou

* silna oxidacni nebo redukcni Cinidla (peroxid
vodiku, thiolové slouceniny)

e polarni organicka rozpoustédla
(napr.etylacetat)

e oxidacni barviva

e aluminium chlorhydrat > 25% (vytvari nizké
pH a aw)

* - hnaci plyny (dimethylether, isobutan)



Vyrobni technologie

Kontrola vstupnich surovin a obalu
Dodrzeni GMP (ISO 227 16)
Hygiena a sanitace vyroby — kontrola

Teplotni rezim v zavislosti na charakteru
vyrobku



Kontrola hygieny a sanitace ATP testem
stery

HO S N COOH
7
\@N) <3J/ + ATP + 0,

D-Luciferin

Firefly /\
Luciferase kl
+ Mg2+

4
\O:Hj+ PPi + AMP + CO,

Oxyluciferin




Pasterace x Pasterizace

Tepelna Uprava, ktera znic€i témeér vsechny pripadné
nezadouci mikroorganismy

Tepelné osetreni mléka, nebo-li pasterace je
pusobeni tepla po urcitou dobu. RozliSujeme 3
druhy tepelného osetreni :

* Dlouha pasterizace - osetreni nizkou teplotou
63°C po dobu 30 minut

« Setrnd pasterizace - $etrné o3etieni teplotou
72°C po dobu 15 - 30 sekund

e Vysoka pasterizace (UHT) - oSetreni vysokou
teplotou 135°C po dobu 1 - 2 sekundy



Vnitrni faktory

Pidsobenim mikroorganismu se meéni vlastnosti potravin
(napf. textura, konzistence, vuné, chut, vzhled). K jakym
zmenam dojde je zavislé na chemickych a fyzikalnich
vlastnostech potraviny (intrinsic factors):

* sloZzeni potraviny (dostupnost Zivin)

* koncentrace vodikovych iontt (pH)

* aktivita vody (a, )

* oxido-redukéni potencial (E,)

* textura potraviny

* pritomnost antimikrobialnich latek v potravinach



Vneéjsi faktory

Zpusob uchovani a skladovani potravin ma vyznamny vliv na
mikrofloru potravin. Jakost a trvanlivost potravin je urCovana
vnéjsimi faktory (extrinsic factors).

* teplota prostredi

e relativni vlhkost vzduchu (% RV)
* slozeni atmosféry

* Cas



Déleni mikroorganismu z hlediska
pozadavku na vyzivu

Podle naroku na vyzivu délime mikroorganismy:
1. Autotrofni — zdrojem jsou anorganickeé latky
( C—CO,, N —vzdusny dusik, NH;*, NOy)

2. Heterotrofni — zdrojem jsou organické latky

a) prototrofni ( jednoduché org. latky (ethanol,
sacharidy a pod.)

b) auxotrofni ( slozité org. latky- napfr. vitaminy, base
apod.)



Déleni mikroorganismu z hlediska
naroku na pH
Bakterie

slabé kyselé a7 slabé |
alkalické pH

7 2 3 4 S 6 7 8 9 10 17 12 13 14

Kvasinky
preferuji kyselé
prostredi

Plisne
toleruji velmi Siroké kyselé pH (<4,0) zabraiiuje klieni spér
rozmezi




Déleni mikroorganismu z hlediska naroku
na vodni aktivitu a,,

Aktivita vody

- je definovana jako pomeér parcialniho tlaku vodni pary nad
potravinou (p) k parcidlnimu tlaku vodni pary nad Cdistou
vodou (p,) pfi dané teploté:

p
a,, =
Po
- mnozstvi vody dostupné pro mikroorganismy pro chemické
reakce bunék

- optimalni hodnota pro vétsinu mikroorganizmu a ,>0,98



Aktivita vody - a,

Bakterie

halofilni x halotolerantni
Kvasinky a plisné
xerofilni x xerotolerantni

osmofilni x osmotolerantni

m Priklady
m Interval m Skupina
minimélnych mikroorganizmov = minimilna . .
hodnéta, T — ® mikroorganizmus (druh alebo rod)
0,97-0,95 gramnegativne 0,97 Pseudomonas spp.,
palickovité 0,96 C. botulinum typ E, Acinetobacter,
baktérie 0,95 Lactococcus, E. coli, Klebsiella, Shigella,
0,94—0,91 vicsina baktérii 0,94 Salmonella a iné, Enterobacteriaceae,
Bacillus, Clostridium, Microbacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus
0,94-0,87 kvasinky 0,94 Candida utilis
0,88 vicsina kvasiniek spdsobujica
kazenie pozZivatin
0,87 Debaryomyces
0,90-0,86 grampozitivne koky 0,90 Micrococcus
0,86 Staphylococcus aureus
0,93—0,80 plesne 0,93 Rhizopus nigricans
0,83 Penicillium expansum
0,81 Penicilium patulum
0,80 vicsina plesni kaziacich potraviny
0,80—0,75 (0,61)  halofilné baktérie 0,75 Halobacterium halobium
0,65-0,61 osmotolerantné/filné kvasinky 0,62 Zygosaccharomyces rouxii
0,78-0,61 xerotolerantné/filné plesne 0,78 Aspergillus flavus
0,77 Aspergillus ochraceus
0,75 Walemia sebi
0,70 Aspergillus zo sk. glaucus
0,71 Eurotium chevalieri
0,69 Chrysosporium fastidium
0,62 Eurotium echinulatum
0,61 Monascus bisporus



Aktivita vody - a,

Potraviny

* lehce kazitelné (vice nez 0,95)
» stredné kazitelné (0,95-0,92)
* malo kazitelné (pod 0,91)

Dulezita je kombinace a, s ostatnimi faktory ovliviujicimi
prezivani MO v potravinach



Redox potencial - E,

Oxidacneé redukcéni potencial prostredi

- je rozdil potencidlu mezi platinovou (kovovou) elektrodou
umisténou do daného prostredi a standardni vodikovou
elektrodou.

r

latka redukovana )y latka oxidovana + n elektron

v

Snizeni redox potencialu:

- pridani redukujicich latek

- rust aerobnich mikroorganismu
- vakuové baleni, atd.



Redox potencial - E,
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1)
2)
3)

4)

Déleni mikroorganismu z hlediska
naroku na kyslik

Podle naroku na kyslik délime mikroorganismy:

Aerobni — vyzaduji vzdusny kyslik — aerobni
metabolismus - Acetobacter

Anaerobni — vzdusny kyslik inhibuje — anaerobni
metabolismus Clostridium

Mikroaerofini- vyzaduji malé mnozstvi kysliku —
anaerobni metabolismu Lactobacillus

Fakultativné anaerobni — maji aerobni i anaerobni

metabolismus, za aerobnich podminek rostou
rychleji Saccharomyces, Escherichia coli



Déleni mikroorganismu z hlediska
naroku na teplotu
Je jednim z hlavnich faktoru vnéjsiho prostredi,

ctery ovlivnuje rychlost rozmnozovani (prezivani)
oakterii

Rozeznavame 3 zakladni body teploty
minimalni teplotu

optimalni teplotu

maximalni teplotu



Déleni mikroorganismu z hlediska
naroku na teplotu

Psychrofilni bakterie (12-15 °C)
Psychrotrofni bakterie (25-30 °C)
Mezofilni bakterie (30-40 °C)
Termofilni bakterie (50-70 °C)



Vliv vysokych teplot

Smrtici ucinek vysokych teplot (letalni teplota)

eVvvVvV/

* je nejnizsi teplota, pri které dochazi za urcity €as k
usmrceni (70 °C/10 minut)

* denaturace bilkovin, inaktivace enzymu, naruseni DNA
a cytoplazmatické membrany

* je zavisla na: druhu mikroorganismu
jeho fyziologickém stavu
koncentraci bunék v prostredi
charakteru prostredi



Termorezistence

Stupen odolnosti mikroorganizmu je zavisly na:

* fyziologickém stavu bakterii
e jejich genetické vybave
* mnozstvi bakterii

e obsahu vody v substratu

* mnozstvi ochrannych latek (lipidy, proteiny, sacharidy)



Sterilizace x Sterilace

e jednorazové pouziti teploty nad 100 °C

e sterilizace je definovana jako kombinace teploty a
casu

e sterilizaci potravin prezivaji nékteré spory (rody
Bacillus a Clostridium)

STERILIZOVANE POTRAVINY MOHOU OBSAHOVAT SPORY!



Pasterace

Spravné provedena pasterace zaruci:

 devitalizaci patogennich mikroorganismu
(Mycobacterium tuberculosis)

* devitalizaci podstatné casti saprofytické mikroflory
(vegetativnich bunek)

e zachovani puvodnich fyzikalnich, chemickych,
vyzivovych a senzorickych vlastnosti

PASTEROVANE POTRAVINY OBSAHUJI
MIKROORGANISMY!



]
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Vliv nizkych teplot

S

NizSi nez optimalni teploty preziva vétsina mikroorganizmu
dlouhou dobu. Prenesou-li se vSak z optimalnich teplot do teploty
kolem 0 °C dochazi k chladovému soku.

Pri pomalém zmrazovani bunék na teploty pod 0 °C ze z vnitro i
mimobunécné vody tvori velké krystaly ledu, které bunku nevratné
poskozuiji.

Pri rychlém zmrazovani bunék na teploty -30 °C — 180 °C se tvori
mikrokrystalky ledu, které bunky poskozuji jen minimalné.

Po rozmrazeni se potraviny rychleji kazi (poskozeni zivocCisnych i
rostlinnych pletiv krystaly vody)



Vliv doby a prostredi
ha rust mikroorganismu

Bakterie maiji kratkou
generacni dobu pri Spatném
skladovani dochazi k jejich
pomnozeni v potravinach.




