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Cil metodiky

Cilem metodiky je posoudit, jak zahfevy na subpasteracni a pasteracni teploty ovliviiuji
inaktivaci nebo naopak ptezivani bakterii, a ziskané vysledky interpretovat zplisobem
vyuzitelnym v praxi. Metodika je primarn¢ koncipovana pro vyuziti v mlékarenstvi, avSak
pouzitelna je i v dalSich oblastech potravinatské vyroby za podminky, Zze bude respektovan
rozsah pouzitelnosti metodiky.

Touto metodikou lze posuzovat technologicky zadouci (zakysové i nezékysové),
technologicky nezadouci i patogenni bakterie, a to jak Gram-negativni, tak Gram-pozitivni,
s vyjimkou sporotvornych bakterii (rody Bacillus, Clostridium a dalsi). Bakterialni spory totiz
vykazuji zna¢nou rezistenci a za podminek metody na zahiev prakticky nereaguji. Méteni by
proto mélo smysl pouze u vegetativnich bun€k sporotvornych bakterii, avSak spolehlivé ziskani
jejich suspenze bez pfitomnosti spor je naroéné a mimo ramec této metodiky. Vyuzitelnost
metodiky je rovnéz omezend v ptipadé kvasinek a zejména plisni, jejichz hydrofobni povrchové
struktury brani pfimému kontaktu bun¢k s vytemperovanym médiem, ¢imz muize byt jejich
rezistence vuci zdhfevu chybné nadhodnocena.

Dalsi proménnou je volba média, ve kterém je méfeni provadéno, nebot’ rezistence
bakterii je ovlivilovana koloidni strukturou konkrétnich médii, zejména obsahem tukovych
kuli¢ek, emulgovaného tuku, vzduchovych bublin, apod. struktur s tepeln¢ izolacnimi
vlastnostmi. Vyhodou metodiky je, ze muze byt rezistence bakterii posuzovana nejen
v syntetickych tekutych médiich, ale i v modelovych a readlnych médiich. Jedinym pozadavkem
na média je, aby byla tekuta a za podminek metody dobfe michatelna. V mlékdrenstvi se mize
jednat napt. o mléko, smetanu, syrovatku, tekuté neochucené a ochucené vyrobky, praci vodu,
tzv. bilou vodu, a dalsi.

Rezistence bakterii mize byt podle této metodiky posuzovana pii zahievech na teploty
niz8i nez 100 °C — experimentalné pii subpasteracnich teplotach v intervalu od 45-50 °C do 60-
65 °C (dle vlastnosti konkrétniho kmene), pii vyssich teplotach vypoctem. Posuzovan tak mtize
byt vliv zahfevu na bakterie nejen pii pasteraénim nebo termiza¢nim oSetieni, ale také pfi
dalSich ukonech za zvySené teploty, jako jsou napt. odstied’'ovani mléka, dohtfivani syfeniny,
pafeni syri, sanitace technologickych zafizeni, prani syratfskych plachetek, a dalsi.



Vlastni popis metodiky

Piiprava mikroorganismu

Pro vlastni méfeni je nutné piipravit si dostatecn¢ koncentrovanou suspenzi cerstve
nakultivovanych bakterii. Bakterie kultivujeme s vyuzitim vhodnym neselektivnich
kultivacnich médii (napf. Brain Hearth Infusion, Glucose Trypton Yeast Extract, apod.) pii
vhodné teploté, ve vhodné atmosféte a po dobu potiebnou k tomu, aby dany bakterialni kmen
narostl.

Nejprve bakterie ozivime v bujonu, nasledné ztéto cerstvé kultury vyockujeme
roztérem 0,1 ml na povrch agarové pidy na Petriho misce o priméru 90 mm a vykultivujeme.
Poté cely povrch Petriho misky sterilni klickou setteme do 9 ml fyziologického roztoku, ¢imz
vznikne vychozi suspenze bakterii. Ze suspenze odebereme 1ml vzorku pro stanoveni po¢atecni
denzity mikroorganismi (pfedpokladand denzita 8-11 log KTJ/ml) a zbyvajici suspenzi
bezprostiedné pouzijeme pro vlastni posouzeni rezistence.

Suspenzi Ize pouzit k proméfeni tolika teplot, kolik je k dispozici kust experimentalnich
sestav. K prométeni dalSich teplot je nutno bezprostiedné pred méfenim piipravit ¢erstvou
suspenzi z dalsi Petriho misky.

Experimentalni sestava

Pro méfeni je potfeba vyhiivand plotynka s magnetickym michanim a s regulaci teploty,
tzn. aby bylo mozné nastavit nejen teplotu plotynky, ale také piesné regulovat teplotu uvniti
michaného média. V CR je k dispozici napt. zatizeni RCT Basic Safety Control a k nému
kontaktni teplotni ¢idlo ETS-D5 (oboji IKA, Némecko).

Na plotynku umistime pfimétené velkou kadinku s vodou a s vlozenym magnetickym
michadlem. Do vody ponofime teplotni ¢idlo regulatoru. Na regulatoru nastavime
experimentalni teplotu, na plotynce nastavime teplotu cca o 35 °C vyssi. Je to teplota dostatecné
vysoka na to, aby uc¢inné probihal tok tepla z plotynky do vody a zaroven dostate¢né nizké na
to, aby regulace teploty fungovala bez vykyvl v disledku ptehiivani. Michani nastavime na
hodnotu mirné€ nizsi, nez pti jaké se ve vod¢ objevi vyrazny vir. Systém nechame ustalit.

Sterilni experimentdlni médium si pfipravime do vhodnych sterilnich nadobek.
Nadobky maji byt uzaviratelné, s tzkym hrdlem, za které je 1ze uchytit, a zaroven dostatecné
objemné, aby umoziiovaly michdni média. Mohou to byt napt. centrifugacni zkumavky typu
Falcon o objemu 50 ml, do kterych se nadavkuje 20 ml média, nebo skleni¢ky o objemu 200 ml,
do kterych se nadavkuje 100 ml média. Do média asepticky vloZime vysterilované magnetické
michadlo. Nadobku s médiem uchytime do drzaku a ponofime do vody v kadince tak, aby se
nadobka nedotykala stén ani dna kadinky a hladina média byla alespon 1 cm pod hladinou vody.
Dle potteby upravime intenzitu michani. Systém nechame ustalit. Ptiklad sestavy je na obr. 1.

Rychlejsimu ustaleni systému napomize, kdyz si vodu v kédince i experimentalni
médium v pfislusSné nadobce pifedem vytemperujeme ve vodni lazni nastavené na
experimentalni teplotu.



Obr. 1: Ptiklad provedeni experimentalni sestavy

Vlastni méreni

Po wustaleni teploty v experimentdlni sestavé médium zaockujeme 1 ml Cerstvé
pfipravené bakterialni suspenze, ¢imZ dojde k mZikovému ohtéti bakterii na experimentalni
teplotu. Ve zvolenych casovych intervalech postupné odebirame z média vzorky o objemu
1 ml. Ty bezprostiedné¢ podrobujeme desitkovému fedéni ve fyziologickém roztoku (a tim
zéaroven 1 rychlému chlazeni) a mikrobiologickému stanoveni pifezivSich bakterii na vhodné
agarové pudé. Denzitu bakterii v Case 0 vypocteme z denzity vychozi suspenze a objemu
experimentalniho média.

Volba experimentalnich podminek

V idealnim piipadé¢ experimentalni teploty i Casy reflektuji podminky sledovaného
technologického kroku, ne vzdy je to vSak mozné. V tom ptipad¢ vlastni méfeni probiha za
experimentalné ptistupnych podminek a ziskané vysledky je potieba na podminky technologie
extrapolovat.

Zakladnim pozadavkem na experimentalni podminky je, aby pfi nich bylo dosazeno
meétitelnych poctit prezivsich bakterii. Je-li teplota pfili§ vysokd, rychle se pocty prezivsich
bakterii dostanou pod mez detekce (méné nez 1,0 log KTJ/ml). Je-li teplota piili§ nizka,
inaktivacni ucinek zdhfevu na bakterie nemusi byt viibec zpozorovan. Podobné to plati pro
experimentalni Casy.



Obecné 1ze doporucit, aby teplotni interval métfeni zacinal pfiblizné na 45-50 °C a kon¢il
piiblizn€ na 60-65 °C a proméieno bylo alespon 6 teplot. Méfeni pii dané teploté by mélo
probihat po celkovou dobu 20 az 180 minut, pfi¢emz béhem této doby by mélo byt ziskano
alespont 6 kvantifikovatelnych vysledki pro log-linearni ¢ast inaktivac¢ni kiivky. Vhodné
kombinace teplot a Cast zaviseji na vlastnostech konkrétniho testovaného kmene. Je proto
ucelné si podminky experimentu nastavit na zakladé¢ vysledk screeningu provedeného
S konkrétnim kmenem. Pokud je to pro dany kmen relevantni, rovnéz by mélo byt zafazeno
naméfeni alespon 3 hodnot v oblastech popsanych v kapitole Zvlastni pfipady jako lag-faze a
faze snizeného inaktiva¢niho uc¢inku. Jakkoliv se tim mtize zkomplikovat popis postupu prace,
vypovidaci schopnost ziskanych vysledkii by meéla byt nadfazena uniformité designu
experimentu a pro kazdy testovany kmen by kombinace métenych teplot a ¢asi mély byt
nastaveny individudln€. | v ramci jednoho druhu totiz mezi jednotlivymi kmeny mohou
existovat znacné rozdily.

Screening a nasledné naméteni odpovidajiciho poctu bodi, jak je popsano v piedchozim
odstavci, jsou schopny poskytnout dostate¢né spolehlivé vysledky relevantni pro praktické
vyuziti. Nicméné je mozno postup prace dale precizovat, a to zopakovanim meéfeni. V tom
ptipadé se postupuje obdobné, jako by byla zafazena dalsi experimentalni teplota, tzn. znovu
se ptipravi Cerstva bakterialni suspenze a ve zvolenych casovych intervalech se stanovi pfezivsi
bakterie.

Vypocet D-hodnoty a z-hodnoty

Vliv zéhtevu na mikroorganismy lze popsat pomoci D- a z-hodnot. D-hodnota je Cas,
ktery je pfi dané teploté potieba ke snizeni po¢tu mikroorganismi o jeden fad. A z-hodnota
udava, o kolik stupni je potieba zvysit teplotu, aby se D-hodnota snizila desetkrat, tzn. aby se
desetkrat zkratil ¢as potiebny ke sniZeni denzity mikroorganismu o jeden fad.

Pro jednotlivé experimentalni teploty vytvotfime grafy, kde na ose x bude doba zahtevu
uvedena v minutdch a na ose y denzita ptezivSich bakterii vyjadiena jako log KTJ/ml. Pomoci
funkce linearni regrese naméfené body prolozime ptimkou, pficemz D-hodnotu uré¢ime jako
absolutni hodnotu z pfevracené hodnoty smérnice regresni funkce. Takto ziskana D-hodnota
vychézi v minutach a uvadi se pro piislugnou experimentalni teplotu. Cim je D-hodnota vysi,
tim je mikroorganismus vic¢i dané teploté rezistentnéjsi.

Pokud bylo méfeni pii dané teploté opakovano, linedrni regresi provedeme pro kazdeé
jednotlivé opakovani zvlast. Pomoci Testu smérnice a Giseku piimky na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 ovétime, zda se nameétené ptimky shoduji. Pokud ano, do vypoctu D-hodnoty zatfadime
vSechny naméfené body spolecné. Pokud ne, méfeni znovu zopakujeme a pro vypocet
pouzijeme vysledky pouze téch opakovani, ktera se shoduyji.

Nasledné vytvorime jeden graf, kde na ose x bude experimentalni teplota ve stupnich
Celsia a na ose y logaritmus D-hodnoty pii dané teploté. Pomoci funkce linearni regrese body
prolozime pfimkou, pficemzZ z-hodnotu uré¢ime jako absolutni hodnotu z pfevracené hodnoty
smérnice regresni funkce. Takto ziskana z-hodnota vychazi ve °C. Cim je z-hodnota vys§i, tim
mikroorganismus 1épe snasi zvySovani teploty.

V ramci daného bakterialniho druhu se jako potencialné nejrizikovéjsi jevi kmeny, které
maji jak D-hodnoty, tak z-hodnotu relativné vysoké, avsak v mlékarenské praxi jsou vice bézné
kmeny s vysokymi D-hodnotami a nizkou z-hodnotu, anebo naopak.

Stanoveni D- a z-hodnot vychazi z dat ziskanych klasickou kultiva¢ni analyzou, ktera
je obvykle zatizena relativné vysokou chybou (typicky 30 %). Piesto po zohlednéni zvlastnich
ptipadli popsanych v samostatné kapitole niZe je experimentalni procedura jako celek natolik
spolehliva, Ze se koeficient determinace R? u linearni regrese typicky pohybuje nad hodnotou
0,8, bézné 1 nad 0,9. Nicméné ve zcela ojedinélych ptipadech se v souboru dat mize objevit



odlehly bod. Zjevné odlehly bod ze souboru dat vyloucime vizudlné, popt. v pripade
pochybnosti miizeme pouzit Q-Q grafy.

Uvedeny postup stanoveni D- a z-hodnot je ve vétSin€ ptipadt vyhovujici, nebot
nameétend data obvykle maji log-linearni charakter. Piesto tomu tak nemusi byt vzdy, jak je
popsano v kapitole Zvlastni ptipady. Pokud tato moznost nastane, D- a z-hodnoty by mély byt
doplnény relevantni poznamkou (o dob¢ trvani lag faze, o dobé¢ do zacatku faze snizeného
inaktiva¢niho u¢inku nebo o nedostatecném inaktiva¢nim uc¢inku zdhtevu). Stanoveni D- a z-
hodnot je ilustrovano Vv kapitole Piiklady.

Zvlastni pripady
Lag-faze
Nékteré kmeny mohou pfi relativné nizSich experimentalnich teplotach vykazovat lag-
fazi, béhem které nejsou zahievem ucinné inaktivovany. Pokud vysledky screeningu naznacuji,
ze je lag-faze pro dany kmen a teplotu vyznamna, mélo by toto podezieni byt ovéfeno
proméfenim vice ¢ast v relevantni oblasti (viz kapitola Volba experimentalnich podminek). Za
vyznamnou a hodnou zietele Ize lag-fazi povazovat, pokud nastane néktery z téchto piipadu:
e Doba trvani lag-faze je souméfitelna s D-hodnotou odhadnutou na zéklad€ screeningu.
e Doba trvani lag-fize je vyznamnd vzhledem k dobé& trvani feSené technologické
operace.

V tvahu by mélo byt rovnéz vzato, zda je technicky mozno dobu trvani lag-faze za
danych experimentdlnich podminek namétit. Nicméné na rozdil od mzikovych zahtevi, které
se pouzivaji napt. pii UHT oSetfeni, jsou pii zahievech na subpasteracni teploty typicky doby
trvani technologické operace i lag-faze méfitelné.

Porovnani koeficientdl determinace R? ziskanych linearni regresi a regresemi vys$ich
fadl se pro detekci nelinearity zptsobené ptitomnosti lag-faze jevi jako nevhodné. To proto, Ze
1 koeficient determinace linearni regrese provedené na kompletnim souboru ziskanych dat,
véetné lag-faze, miize dosahovat zadoucich hodnot 0,8 a vyse.

Doba trvani lag-fdze se stanovi jako cas, v némz se protnou piimky prolozené body
odpovidajicimi lag-fazi a body odpovidajicimi G¢inn¢ probihajici inaktivaci bakterii, tzn. ur¢i
se bod, ktery maji obé tyto ptimky spole¢ny. Namétfeny bod, ktery lezi nejbliZze konci lag faze
a zaroven nejblize zacatku U€inné inaktivace se pouzije pii linearni regresi u€inné probihajici
inaktivace.

Vypocty jsou podrobné ilustrovany v kapitole Piiklady.

Pokud po lag-fazi v pribéhu experimentu dojde k G¢inné inaktivaci bakterii, pfimka
prolozena body odpovidajicimi lag-fazi bude viceméné horizontalni a absolutni hodnota jeji
smérnice bude typicky nizsi nez 0,005, zatimco ptimka prolozena body odpovidajicimi u¢inné
inaktivaci bude klesajici a absolutni hodnota jeji smérnice bude typicky vyssi nez 0,01.

Dobu trvani lag-faze je nutné zahrnout do interpretace vysledkli v ndvaznosti na
sledovanou technologickou operaci. Po dobu trvani lag-fdze je inaktivacni t¢inek zahtevu na
bakterie zanedbatelny, a tak je vhodné zmény v bakterialni populaci na zaklad¢ stanovenych
D- a z-hodnot modelovat az po jejim uplynuti.

Fdze snizeného inaktivacniho ucinku

Féaze snizeného inaktivacniho U¢inku mulzZe byt pozorovdna pro nékteré kmeny a
relativné niz8i experimentalni teploty. Zatimco lag-faze odrdzi schopnost daného kmene po
urcitou dobu a priori odolavat denaturacnimu pisobeni zahfevu na danou teplotu, faze
snizen¢ho inaktiva¢niho tc¢inku reflektuje vyskyt subpopulaci, kterym se az béhem piisobeni
zahtevu podafilo zaktivovat ochranné mechanismy.

7



Cast populace bakterii tedy mize byt zahfevem inaktivovédna a Gast mize zahiev
piezivat, anebo dokonce rast. Vysledny tvar inaktivacni kiivky je pak dan souctem
kolonietvornych jednotek téchto subpopulaci v danych ¢asech. To se projevi zmirnénim
klesajici tendence inaktivacni kiivky, popf. az obracenim v mirny narist. Jedna se o tzv.
,Htailing®.

Pokud screening poukaze na mozny ,.tailing®, m¢lo by byt pfi vlastnim experimentu
zafazeno promeéfeni dostatecného poctu bodil i v ,,ocasku®. Doba, po jejimz uplynuti se
inaktivaéni Uc¢inek zahfevu snizi, se stanovi jako prasecik piimky prolozené body
odpovidajicimi ucinné probihajici inaktivaci a ptimky prolozené body odpovidajicimi ,,ocasku*
se snizenym inaktiva¢nim u¢inkem. Naméteny bod, ktery lezi nejblize konci u€inné inaktivace
a zaroven nejblize zacatku ,,ocasku’ se pouzije pii linedrni regresi i€inné probihajici inaktivace.

Pii interpretaci naméfenych D- a z-hodnot pro sledovanou technologickou operaci je
nutné pocitat s tim, Ze po uplynuti doby ucinné probihajici inaktivace se chovani populace
jednotlivych subpopulaci) a denzita mikroorganismi se V prub&hu tepelného procesu po
ptedchozim poklesu mize ptipadné 1 zvysit.

Nedostatecny inaktivacni ucinek zahrevu

Pti relativné nizSich experimentélnich teplotach mize nastat situace, ze dany kmen sice
neroste, ale ani neni dostate¢n¢ ucinné inaktivovan. Pasobeni zahievu je tak na pomezi
bakteriostatického a baktericidniho a denzita pfezivSich bakterii klesa jen velmi mirné az
nevyznamng. V kontextu feSeni mikrobiologické problematiky mlékarenskych technologii se
VvV tom pfipad¢ jevi jako ucelné méfeni pii dané teploté po uplynuti zvolené doby (180 minut
nebo dle doby trvani sledované technologické operace) ukoncit.

Ziskané vysledky je sice mozno pro odhad D-hodnoty pti dané teploté pouzit, avsak je
nutno zdiraznit, Ze tento odhad bude zatiZzen relativné vyssi chybou, kterd navic nemusi
korelovat s vysi koeficientu determinace. I velmi mala zména jednoho z bodd pouzitych pro
vypocet totiZz mize vést ktomu, Ze bude vypoCtena rovnice jiné piimky s odliSnym
koeficientem determinace. A protoze tato ptimka bude viceméné horizontalni, absolutni
hodnota jeji smérnice bude velmi nizka, tzn. jeji pfevracena hodnota bude vysoka. D-hodnota
v tom piipadé bude dosahovat fadové stovek minut. Jako problematické se jevi zejména
ptipady, kdy D-hodnota pfesahne prométfovanou dobu zahfevu, tzn. béhem experimentu
poklesne denzita mikroorganismi o0 mén¢ nez jeden fad.

Piesto 1ze v popisu vlastnosti daného kmene zahiev s nedostatecnym inaktivaénim
u¢inkem ponechat, a to napt. pro ucely porovnani rizné¢ odolnych kmenii pii dané teploté.
V tom piipadé¢ vSak staci uvadét D-hodnoty pouze pro nejvyssi teplotu, pii které byl
nedostatecny inaktivacni G¢inek pozorovan, a pro teploty vyssi. Tyto D-hodnoty lze rovnéz
pouzit pro vypocet z-hodnoty. Diky tomu, Ze jsou pro tento vypocet D-hodnoty logaritmovany
a ze bude pouzita nejvyse jedna D-hodnota zatizend vysokou chybou, 1ze ziskanou z-hodnotu
povazovat za dostatecné spolehlivou.

Interpretace vysledkii v navaznosti na sledovanou technologickou operaci

D- a z-hodnoty a dal$i vySe popsané parametry obecnym zplisobem popisuji miru
rezistence daného kmene bakterii vii€i zahtevu, pficemz aplikovat je 1ze pti feSeni konkrétnich
technologickych otdzek v realnych provozech.

Vliv zahievu na celkovy pocet mikroorganismu Ize sice snadno, ale nespecificky
vysledovat mikrobiologickym rozborem fazovych vzorkd. Nicméné¢ v dané populaci
mikroorganismil se mohou vyskytovat kmeny zdravotné a/nebo technologicky rizikové, které
by mély byt zahfevem dostate¢né ucinné inaktivovany, avsak u nékterych se to ne vzdy a zcela



uspésné daii. V tom piipad€ je potfeba problematicky kmen izolovat a jeho rezistenci vici
zahtevu kvantifikovat.

Denzita daného bakterialniho kmene na pocatku tepelného procesu pravdépodobné
nebude dosahovat hodnot tak vysokych, jako v bakterialni suspenzi piipravené pro in vitro
testovani. Na druhou stranu ale je objem zpracovavaného média Vv provoznich podminkach o
nékolik fadt vyssi nez v podminkach in vitro. V absolutnich poctech zivotaschopnych bunék
tedy lze redlné chovani navrZzenym experimentdlnim uspofadanim vhodné namodelovat.
Pomoci pfepocti mezi objemy média a denzitami bakterii na zac¢atku a na konci tepelného
procesu lze zodpovédet mj. tyto otazky:

e Jaka bude denzita danych bakterii ve findlnim vyrobku, resp. s jakou frekvenci budou
vyrobky dané¢ho objemu pozitivni na vyskyt danych bakterii?

e Jaka je mira rizika, ze dané bakterie prochazeji sledovanym tepelnym procesem do
dalSich technologickych krokl, resp. je nalezeny zdroj kontaminace za tepelnym
procesem pravdépodobné jen zdrojem sekundarnim?

Neméné dulezitymi jsou i pfepoCty mezi modelovymi a redlnymi podminkami
(teplotami a Casy) zahievi. Jak je uvedeno vyse, experimentalni méfeni in vitro probiha pouze
v rozsahu teplot a Cast, pfi kterych jsou za podminek metody ziskavany experimentalné
kvantifikovatelné vysledky. V zavislosti na rezistenci konkrétniho kmene to znamen4, Ze mezi
experimentalné pristupnymi teplotami mohou byt napt. teploty pouzivané pti odstfed’ovani
mléka, homogenizaci smetany, dohfivani syfeniny, prani plachetek pti nizké teploté, aj. Naopak
je pravdépodobné, ze napt. Gcinek pasterace nebo sanitace v CIP okruzich budou muset byt na
relevantni teploty piepoéitany s vyuzitim z-hodnot. D-hodnoty se vyuziji napi., pokud
V experimentalnim systému poklesne denzita bakterii pod mez detekce v Case kratSim, nez je
doba trvani realného tepelného procesu. Pokles denzity pod mez detekce totiz neznamena
dosazZeni sterility, ale pouze posun na logaritmické stupnici k niz§im hodnotam, coz v realnych
podminkach odrazi pozitivitu ve vétsim objemu média. V Gvahu je rovnéz nutno vzit dobu
trvani ptipadné lag-faze — inaktivacni uc¢inek zahfevu na bakterie se za¢ne vyznamné projevovat
az po jejim uplynuti. To v praxi mize znamenat, Ze po vyznamnou cast z celkové doby trvani
tepelného procesu nemuseji byt nékteré kmeny prakticky viibec ovlivnény.

Na druhou stranu denzita bakterii v dobé po dosazeni faze snizeného inaktiva¢niho
ucinku se pii vypoctech nezohlediuje, nebot’ nelze spolehlivé stanovit, jak velkd subpopulace
daného kmene bude v redlnych podminkéach konkrétniho vyrobniho dne rezistentni. Nicméné
pokud je ,tailing” pro dany kmen a teplotu zji§t€n, znamend to zvySené riziko piezivani a
prachodu dotéenych bakterii tepelnym procesem a lze doporudit, aby byla zvazena moznost
zvySeni teploty na hodnoty, pii kterych uz k ,,tailingu* nedochézi. Obdobné doporuceni plati
také v pripadé, Ze se inaktivacni u€inek zahtevu ukazal jako nedostatecny, a to pokud je urcity
inaktivacni ti¢inek u daného tepelného procesu pozadovan.

V nasledujici kapitole jsou uvedeny konkrétni priklady.

Piiklady
Priklad 1 — Zdkladni vypocet D- a z-hodnoty

Naméfena byla primarni data uvedena v tab. |. Data byla zanesena do X-Y bodového
grafu (obr. 2) a pomoci funkce linearni regrese byla prolozena inaktiva¢nimi pifimkami.
Z rovnic ptimek byly vypocteny D-hodnoty, které jsou rovnéz uvedeny v tab. |. Nasledné byly
D-hodnoty logaritmovany, zaneseny do X-Y bodového grafu (obr. 3) a pomoci funkce linearni
regrese prolozeny piimkou:
y =-0,1136 x + 7,922, R? = 0,9461, ze které plyne, Ze
z=1/0,1136 =8,8 °C



Tab. I: Primarni data a postup vypoctu D-hodnot k prikladu 1

Teplota (°C) | Doba zdhfevu | Denzita mikroorganismi | Vypocet
(min) (log KTJ/ml)
50 0 8,6 linearni regrese:
30 8,3 y = -0,0055x + 8,4929
60 8,1 R?=0,9446
90 7.9
120 79 D(50) = 1/0,0055 = 182 min
150 7,6
180 7,6
52 0 8,6 linearni regrese:
30 8,3 y =-0,0074x + 8,5929
60 8,2 R?=0,9707
90 8,0
120 7,6 D(52) = 1/0,0074 = 135 min
150 7,6
180 7,2
54 0 8,5 linearni regrese:
10 8,3 y =-0,0205x + 8,7211
30 8,1 R?=0,8773
60 7.8
90 7.2 D(54) = 1/0,0205 = 49 min
120 6,8
150 49
56 0 8,5 linearni regrese:
10 8,1 y =-0,0371x + 8,781
30 7,9 R? = 0,9600
60 7.4
90 51 D(56) = 1/0,0371 = 27 min
120 4.4
150 3,0
58 0 8,7 linearni regrese:
10 8,2 y =-0,0484x + 8,7401
30 7,7 R?=0,9812
60 5,9
90 3,9 D(58) = 1/0,0484 = 21 min
120 2,5
150 2,0
60 0 8,7 linearni regrese:
10 8,0 y =-0,0617x + 8,8743
30 75 R?=0,9538
45 6,2
60 57 D(60) = 1/0,0617 = 16 min
90 2,2
120 1,9
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Obr. 2: Data pro uréeni D-hodnot k prikladu 1

2,5
...
........ Y
2
o
R 1,5 o
‘...

g y=-0,1136x+7,922 e °

1 R2=0,9461

0,5
0
48 50 52 54 56 58 60 -

Teplota (°C)

Obr. 3: Data pro uréeni z-hodnoty k ptikladu 1

Priklad 2 — Urceni doby trvani lag-faze
Pro teplotu 56 °C byla namétena primarni data uvedena v tab. 1l. Pokud by vSechna
namétend data byla pouZita pro vypocet D-hodnoty, byla by linedrni regresi ziskana rovnice:
y =-0,0189x + 7,7948, R? = 0,8692
a z ni plynouci D(56) = 53 min.

Z dat je ale vizualn¢ patrna existence lag-faze po dobu cca 1 hodiny. Jak znazorfuje obr.
4, byly proto body v ¢asech 0 az 45 minut prolozeny pfimkou:
y =-0,0027x + 6,91, R? = 0,8000
a body v ¢asech 60 az 180 minut piimkou:
y =-0,028x + 8,6667, R? = 0,9802, ze které plyne
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D(56) = 36 min.

Doba trvani lag-faze se urci jako prisecik obou piimek, tedy:
-0,0027x + 6,91 = -0,028x + 8,6667
0,0253x = 1,7567
X =69 min

Z vysledki vyplyva, ze pro tepelné procesy trvajici pii 56 °C piiblizn¢ hodinu ke snizeni
denzity daného kmene prakticky nedojde. O fad se jeho denzita snizi az po 69 + 36 = 105 min,
tedy za dvojnasobnou dobu, nez by se myln¢ mohlo zdat pfi opomenuti existence lag-faze.
Naopak pii dlouhodobéj§im pilisobeni této teploty by mikroorganismy byly inaktivovany
rychleji, a to se sniZzenim denzity o jeden fad piiblizné kazdou pilhodinu.

Tab. II: Primarni data k ptikladu 2

Doba zéhtfevu (min) | Denzita mikroorganismu (log KTJ/ml)
0 6,9
15 6,9
30 6,8
45 6,8
60 6,8
75 6,5
90 6,3
120 5,6
150 4,4
180 3,5
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Obr. 4: Data pro uréeni D-hodnoty k ptikladu 2

Priklad 3 — Urceni doby do zacatku faze snizeného inaktivacniho ucinku

Pro teplotu 54 °C byla naméfena primarni data uvedena v tab. ll1, ze které je patrné, ze
po urcité dobé trvani zdhfevu se denzita mikroorganismu zacala opét zvySovat. Jak zndzornuje
obr. 5, body v ¢asech 0 az 90 minut byly proloZeny pfimkou:
y = - 0,0498x + 8,0229, R?=0,9615, ze které plyne
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D(54) = 20 min
a body v ¢asech 120 az 160 min piimkou:
y =0,0193x + 1,525, R? = 0,9423

Doba do zacatku faze snizeného inaktiva¢niho ucinku se stanovi jako prasecik obou
piimek, tedy:
- 0,0498x + 8,0229 = 0,0193x + 1,525
0,0691x = 6,4979
X =94 min

Vypoctena D-hodnota je tedy aplikovatelna na procesy trvajici nanejvys 1,5 hodiny,
poté se jiz ucinnost inaktivace daného kmene zacind snizovat. Subpopulace daného kmene se
na zvysenou teplotu postupné adaptuji a zacinaji rist. Pokud tedy ma tepelny proces trvat déle
a zaroven je zadouci denzitu mikroorganismu snizovat, méla by byt zvaZzena moznost teplotu
procesu zvysit.

Tab. III: Primarni data k ptikladu 3

Doba zdhfevu (min) | Denzita mikroorganismi (log KTJ/ml)
0 7,58
20 7,15
30 6,87
40 6,36
60 4,85
90 3,38
120 3,92
140 411
160 4,43
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Obr. 5: Data pro ur¢eni D-hodnoty k ptikladu 3
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Priklad 4 — Nedostatecny inaktivacni ucinek zahrevu

Pro tfi rezistentni kmeny byla pti 50 °C naméfena primarni data uvedena v tab. IV a
znazornéna na obr. 6. Denzita vSech tfi kment byla pfii této teplote témét konstantni, vykazujici
jen velmi mirné klesajici tendenci. Za pozornost stoji velké rozdily mezi vypoctenymi
koeficienty determinace, a to pfesto, ze zadny z bodl nevykazuje pftiliSnou odchylku od
regresnich pfimek a jednotlivé body se na 0se y mezi sebou lisi pouze o nékolik desetin. Pro D-
hodnoty srovnatelné nebo vyS$i nez proméfend doba zahifevu v takovém piipadé nizky

koeficient determinace neznaci chybu a neni divodem pro opakovani pokusu.

Tab. IV: Primarni data, linearni regrese a D-hodnoty k ptikladu 4

Obr. 6: Data pro ur¢eni D-hodnot k prikladu 4

Doba zahrevu (min)
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Piiklad 5a — Reseni technologickych otdzek

Meziprodukt obsahuje 500 KTJ/ml nezadouciho kmene mikroorganismu, pro n¢jz byla
stanovena D(60) = 5 minut. Meziprodukt je podrobovan tepelnému procesu, ktery probiha pti
60 °C po dobu 30 minut. Jakd bude frekvence vyskytu nezddouciho kmene ve vyrobcich
balenych po 100 ml?

Protoze je D(60) = 5 min a proces trva 30 minut, poklesne béhem ngj denzita
mikroorganismii o 30/5 = 6 tadi.

Denzita mikrobidlni kontaminace ptfed tepelnym procesem je 500 KTJ/ml = 2,7 log
KTJ/ml. Pokles denzity o 6 fadi znamena pokles na hodnotu 2,7 — 6 = -3,3 log KTJ/ml = 0,0005
KTJ/ml.

Dana Sarze finalniho vyrobku bude obsahovat kontaminaci nezadoucim kmenem ve vysi
0,0005 KTJ/ml. Pti velikosti baleni 100 ml to obnasi 0,0005 * 100 = 0,05 KTJ/vyrobek.
Desetinné ¢islo vyjadiime pomoci zlomku, tedy 5/100 = 1/20 KTJ/vyrobek.

Ptirozené nemusi byt distribuce daného kmene ve vyrobcich rovnomérna, nicméné Ize
konstatovat, ze pozitivni vyskyt 1ze ocekavat nanejvys v 1 z 20 vyrobku.

Piiklad 5b — Reseni technologickych otdzek

V technologickém zatizeni zafazeném za tepelnym procesem byl opakované detekovan
nezéadouci bakterialni kmen s D(54) =20 minut a lag fazi, kterd pti 54 °C trva 15 minut. Tepelny
proces probihé pii 54 °C po dobu 1 hodiny. V meziproduktu pted tepelnym oSetfenim byly
opakovan¢ detekovany bakterie obdobnych vlastnosti s primérnou frekvenci 1 pozitivni zachyt
ve 100 ml meziproduktu. Existuje riziko, ze dany kmen prochazi teplenym procesem a
nabohacuje tak lozisko perzistujiciho kmene?

Tepelny proces sice trva 60 min, avSak sledované bakterie vykazuji lag-tazi v délce 15
minut, tzn. na t¢innou inaktivaci ptipada pouze 60 — 15 = 45 min. Protoze je D(54) = 20 min,
poklesne béhem tepelného procesu denzita bakterii o 45/20 = 2,25 tadu.

Pocate¢ni denzita sledovanych mikroorganismui je 1 KTJ/100 ml = 0,01 KTJ/ml = -2
log KTJ/ml. Pokles denzity o 2,25 fadu znamena pokles na hodnotu -2 — 2,25 = -4,25 log
KTJ/ml = 0,00006 KTJ/ml. Desetinné ¢islo vyjadiime pomoci zlomku, tedy 6 KTJ/100.000 ml
=6 KTJ/100 litra.

Je nepravdépodobné, Ze by se bakterie vyskytujici se v takto nizké denzité dostaly do
pfimého kontaktu s technologickym zatizenim za tepelnym oSetfenim a Ze by ho nasledné
kolonizovaly. Nicmén¢ teoreticky to mozné je. Zdroj kontaminace by jesté pied tepelnym
procesem mél byt hledan, pokud by zpracovavany objem meziproduktu byl velky, popf.
meziprodukt byl naformovan do ¢asti mensich rozméra, a tedy s velkym povrchem (napf. mensi
syry), meziprodukt byl na vyskyt sledovanych bakterii opakované pozitivni a pokud by
podminky za tepelnym procesem vV misté vyskytu perzistujictho kmene byly pro jeho
dlouhodobé ptezivani a riist nepiiznivé. V opacném piipade se jevi jako vice pravdépodobné,
ze vyskyt perzistujictho kmene za tepelnym procesem na jeho pravidelném piisunu
prostfednictvim meziproduktu nezavisi.

Piiklad 5¢ — ReSeni technologickych otdzek

Pro sledovany kmen byly naméteny D-hodnoty a z-hodnota uvedené v piikladu 1. Jaké
je riziko prichodu tohoto kmene tepelnym procesem probihajicim pti 65 °C po dobu 30 minut?
Velikost zpracovavané Sarze je 1.000 litrii a denzita kmene ptfed tepelnym procesem
1.000 KTJ/ml.
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Pfi feSeni tohoto problému je mozné pouzit dva pristupy. Prvni piistup vychazi ze z-
hodnoty, ktera byla stanovena na 8,8 °C, po zokrouhleni 9 °C. Protoze je teplota tepelného
procesu 65 °C, k odhadu jeho inaktivaé¢niho ucinku lze nejsnaze pouzit D-hodnotu stanovenou
pfi teploté 65 — 9 =56 °C.

Jak bylo stanoveno, D(56) = 27 min. Pfi zvySeni teploty o hodnotu odpovidajici z-
hodnot¢ se desetkrat zkrati doba potfebna ke snizeni denzity mikroorganismt o jeden fad, tedy
desetkrat se snizi D-hodnota. Proto D(65) = 27/10 = 2,7 min.

Za 30 minut trvani tepelného procesu se denzita mikroorganismu snizi o 30/2,7 = 11
rada. Tento inaktivacni ucinek se jevi jako dostatecny, protoze ke snizeni denzity daného kmene
z 1.000 KTJ/ml na negativni hodnotu pfi rozboru 1 ml je potieba pokles o 3 fady a k dosazeni
negativni hodnoty v celém objemu Sarze 1.000 litrG = 1.000.000 ml je potieba pokles o dalsich
6 fadu, tedy celkem minimaln€ o 9 fadu.

Druhy pfiistup je pfesnéjsi, nebot’ nevychazi z jediné regresni ptimky pro urceni D(56)-
hodnoty, ale z celého souboru naméfenych dat a z nich plynouci regresni piimky pouzité pro
stanoveni z-hodnoty, tedy:

y =-0,1136x + 7,922.

Po dosazeni teploty procesu 65 °C vychézi, Ze:
log D(65) =-0,1136 * 65 + 7,922

log D(65) = 0,538

D(65) = 3,45 min

Za 30 minut trvani tepelného procesu se denzita mikroorganismu snizi o 30/3,45 = 8,7
fadu, avSak potfebny pokles denzity je minimalné o 9 fada. Z toho plyne riziko, ze 9 — 8,7 =
0,3 log KTJ/sarzi = 2 KTJ/Sarzi projde tepelnym procesem. Pro vyssi technologickou jistotu 1ze
doporucit prodlouzeni tepelného procesu na 35 minut, coz povede ke sniZzeni denzity
mikroorganismu o dostacujicich 35/3,45 = 10,1 tadu.

Srovnani novosti postupt
Pro posuzovani rezistence bakterii vii¢i zahfevu na (sub)pasteracéni teploty existuje fada
experimentalnich uspofadani, kterd vice nebo mén¢ ovlivituji ziskané vysledky. Nékdy je
méteni provadéno v syntetickych tekutych médiich, jindy v mléce, smetan¢ a dalSich redlnych
tekutych médiich. Vyhodou pouziti realnych médii je moznost modelovat protektivni ucinek
slozek média, zejména pak tuku, ktery se uplatituje jako tepelna izolace bakterii. Médium je
spolecné s bakteriemi vystavovano experimentalni teploté prostfednictvim rizné usporadanych
experimentalnich sestav. Naptiklad Blackburn a kol. (1997) pouzili ponorny ohtiva¢, Murano
a Pierson (1992) zkumavky pfedehtaté ve vodni lazni, Lehotova a kol. (2021) sklenéné kapilary
temperované ve vodni l4zni, Li a kol. (2017) hlinikovou celu ponofenou do vodni 1azné, Peng
a kol. (2013) deskovy tepelny vymeénik.
Predlozena metodika vychazi z experimentalniho uspofadani, které popsali Nazarowec-
White a Farber (1997) a adaptuje ho na laboratorni vybaveni bézné komeréné dostupné v CR.
Toto uspotadani bylo vybrano, protoze v sobé kumuluje tyto vyhody:
¢ snadnd dostupnost a nizka potfizovaci cena experimentalniho zatizeni,
e moznost méteni v redlnych tekutych médiich (napft. kapilary pro tu¢néjsi média vhodné
nejsou),
e mzikovy ohfev mikroorganismli na experimentalni teplotu diky inokulaci malého
objemu do média (bez nutnosti spole¢ného ohfevu mikroorganismi, média a
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experimentalni nadoby, resp. bez nutnosti vytemperovanou nadobu s médiem pii
inokulaci a odbéru vzorkl vyjimat z vodni 14zn€ a naruSovat tak ustaleny stav),

e homogenni ohfev bez lokalniho pfehiivani diky michadlu uvnitt média,

e piesné méieni doby zahfevu a rychlé chlazeni diky odbéru vzorkii z média pfimo do
fyziologického roztoku pro desitkové fedéni.

Z naméfenych dat jsou kalkulovany D- a z-hodnoty, jak ve svém modelu zavedli
Bigelow a Esty (1920). Vyhodami tohoto modelu je, Ze:

e je pouzivan dlouhodobé a nejCastéji, a tedy ziskané vysledky lze snadno porovnat
S pracemi jinych autort a napft. sledovat variabilitu jednotlivych kmenti v ramci druhu
nebo vyvoj rezistence druhu v pribéhu nékolika desetileti,

e dava vysledky, které nejsou jen matematickym modelem, ale navic také pfimo odrazeji
chovani daného mikroorganismu v realnych podminkéach, a to jak vzhledem k dobg¢, tak
teploté zahtevu.

Na druhou stranu ale tento model ma i své nevyhody. Je to dano tim, ze vyzaduje
proloZeni naméfenych dat pouze pfimkou, avSak ne vzdy data pfimce odpovidaji. To mize mit
za nasledek zkresleni vysledkd, jak je ilustrovano mj. v piikladu 2. Kromé toho tak mtize byt
zastiena existence rezistentnich subpopulaci nebo piitomnost lag-faze. To miiZe pfedstavovat i
vyznamnou logickou chybu, nebot’ doba trvani lag-faze muze byt v nékterych piipadech
souméfitelnd s dobou trvani tepelného procesu.

S uvedenymi nedostatky se pokusilo vypotadat nékolik autord pomoci rtznych
matematickych modeld. Tyto modely jsou popsany v piehledové praci, kterou publikovali Van
Impe a kol. (2018). Piestoze uvedené modely vice ¢i méné uspésné fesi nedostatky Bigelow-
Esty modelu, na druhou stranu vSak nedosahuji s nim srovnatelnych vyhod. Jako ptiklad
uved'me Weibulliv model. Ten namisto D- a z-hodnot definuje parametr & (h), jakozto Cas
pottebny pro dosaZeni prvni redukce o jeden fad, a abstraktni parametr p, ktery definuje
zakiiveni inaktivacni kiivky (p < 1 pro pribéh konvexni a p > 1 pro prubéh konkavni).
S podobnym modelem pracuji také Lehotova a kol. (2021), kteti definuji t4ap-hodnotu, jakozto
Cas potiebny pro snizeni denzity mikroorganismu o 4 fady.

PiedloZena metodika je unikéatni v tom, Ze zachovava pouziti D- a z-hodnot a dle potieby
je doplnuje o nové parametry ,,doba trvani lag-faze* a ,,doba do zacatku faze snizené¢ho
inaktiva¢niho U¢inku®.

vvvvvv

softwarovych néstroji, které maji zptistupnit vysledky modelti uzivatelim z vyrobni praxe. Pro
vyhodnoceni modelt, které nemaji log-linearni prubé¢h, existuje napt. freewarovy nastroj
GlnaFiT (Geeraerd a kol., 2005). Pro ur¢eni D- a z-hodnot v jednom kroku byl navrzen
algoritmus IPMP Global Fit (Huang, 2017).

Jak je vSak vySe popsano a na ptikladech ilustrovano, v kontextu feseni technologickych
problému se vyplati ruéni zpracovani a kriticky pohled na namétena data. Pro vyhodnoceni dat
podle predlozené metodiky plné postacuje linearni regrese, jakozto funkce bézné¢ dostupna
v tabulkovém kalkulatoru, jakym je napt. MS Excel. Pro zdjemce o sofistikovanéjsi statistické
zpracovani dat jsou na pfislusnych mistech metodiky indikovany doporucené statistické
postupy. Ty jsou velmi dobie popsany napf. V knize, kterou publikovali Meloun a Militky
(2013).
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Popis uplatnéni metodiky

Uzaviena byla smlouva o uplatnéni metodiky s uZivatelem Ceskomoravsky svaz
mlékarensky z.s. Metodika je ur¢ena K realizaci v servisnich, poradenskych a vyzkumnych
laboratofich Cinnych v oborech mlékarenstvi a obecné potravinaistvi a mikrobiologie. Ma
slouzit jak pro ucely ziskavani novych poznatkii na poli mikrobiologie, tak pro potifeby
poradenstvi poskytovaného vyrobcim mlékarenskych a dalSich potravinarskych vyrobkd.
Vysledky ziskané podle této metodiky maji napomoci pii zavadéni novych vyrobkl a
technologickych postupt do vyroby a pii feSeni problémi spojenych s vyskytem technologicky
a/nebo zdravotn¢ rizikovych bakterii. Tim piispéji ke zvySeni technologické jistoty a
mikrobiologické kvality a bezpecnosti potravin.

Ekonomické aspekty

Metodika je uréena k provadéni ve standardn€ vybavené laboratofi klasické kultivacni
mikrobiologie. Pro jeji zavedeni je navic potfeba vyhfivana plotynka s magnetickym
michadlem a sondou pro regulaci teploty uvnitt michaného média. Pofizovaci cena zatizeni je
Vv dobé€ vzniku této metodiky pod 35 tis. K&.

Lze o¢ekavat, Ze cena za promé&feni jednoho kmene Vv externi laboratofi v rozsahu podle
této metodiky bude odhadem okolo 15 tis. K¢ a zisk se bude pohybovat okolo 3 tis. K¢.

Pro kone¢ného uzivatele, tedy vyrobce mlékarenskych aj. potravinaiskych vyrobkd,
bude ekonomicky ptinos zaviset na zdvaznosti mikrobiologického problému, ktery se diky této
metodice podaii vyfesit. Odhadem se zamezeni ztrat v disledku vyroby neshodnych vyrobka
muize pohybovat ve vysi fadové stovek tisic az milionu korun pro kazdy vyfeseny problém.
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