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s vy$si dojivosti u plemene Ceské strakaté, coZ se nepotvrdilo
u plemene HolStyn v Ceské republice (2,10 > 1,38
a 1,45 < 1,95 mg/l; (Janu et al., 2007 a Hanus et al., 2007).
Podle poslednich jeSté nepublikovanych vysledki (Hanus et
al., 2008) jsou pro ekologické farmateni typické vyssi hodno-
ty acetonu v mléce krav ve srovnani s chovy konven¢nimi
(6,8 > 1,6 mg/l) a ukdzaly tak na trvaly energeticky nedostatek
ve vyzivé ekologickych stad. Dale byla registrovana vyznam-
na korelace mezi koncentraci acetonu v mléce krav
a pomérem tuk/bilkoviny v hodnoté 0,33. Uvedené mtize mit
vyznam zejména pri zpfesnéni sofistikovaného modelu inter-
pretace vysledkt sloZeni mléka a koncentrace ketonti v mléce
pifi praktické aplikaci méfeni v rutinni kontrole mlééné
uzitkovosti (software expertniho systému). Pokud se tyka
mléka malych prezvykavcl, podobny trend vztahu byl
potvrzen u ovci, ale nikoliv u koz (Hanus et al., 2008).

Rizikovost zvySenych hladin ketonii v mléce
pro jeho kvalitu jako potravinarské suroviny

Kvalita mléka od dojnic s metabolickymi problémy je
zhorSena. V subklinickych pfipadech takové mléko nelze ve
staji z dodavky rutinné vyrazovat narozdil od subklinickych
mastitid. Bez této moZnosti eliminace se dostivd do
mlékarny. Zde miiZe metabolicky zatizené mléko ohrozZovat
kvalitu pribéhu mlékarenskych technologii. Korelace ace-
tonu k jogurtovému testu ¢inila -0,21 (Hanus et al., 1993).
Byla vS8ak spiSe dana soub&zné zménénymi ostatnimi vlast-
nostmi mléka, neZ samotnou zvySenou koncentraci acetonu.

Pfi vyhodnocovéani soubori dat o ketonech v télnich
tekutindch, zejména v individudlnich vzorcich mléka, je
nezbytné pouzit néjakou formu matematickych transforma-
ci pro pravidelnou existenci nenormélni frekvencni dis-
tribuce v takovych materidlech (Hanu§ et al.,, 2001).
Vhodné jsou medidn nebo geometricky prumér jako
primarni reprezentativni statistické momenty datovych
soubord, pokud si pfejeme pragmaticky zlstat v oboru
puvodnich realnych ¢isel méfenych dat tak, aby vysledky
byly srozumitelné pfi interpretaci pro praktické uZivatele.
V opacném piipadé je nutna aplikace neparametrickych
test (chi-kvadrat, znaménkovy test, Wilcoxonlv test)
a v pifipadé¢ hodnoceni vzdjemnych vztaht k ostatnim
mléénym ukazatelim napf. Spearmantv koeficient
poradové korelace. Klasické statistické testy hypotéz a za-
kladni statistické parametry jsou pouZitelné pouze
u bazénovych vzorkd mléka, tyto vSak maji zase niZsi
vypovidaci schopnost vzhledem ke zdravotnimu stavu krav.

Zavér pro piipadny dalSi vyzkum.

Zakladni hypotéza projektu pro zlepSeni interpretace
ketoni v mléce by mohla byt: "Pokud by bylo vyvojem
dosazeno dostatecné efektivni a vérohodné metody pro sé-
riové analyzy ketonll v mléce, pak by pfi rutinnim nasaze-
ni této metody v kontrole uZitkovosti bylo mozno pomoci
zlepSenych interpretacnich pravidel a prevence docilit lepsi
zdravotni stav dojnic, jejich lepsi reprodukci a kvalitnéjsi

mléko pro potravindi'ské zpracovani. Tato cilend intervence
do metodickych postupt kontroly uZitkovosti by zvysila jeji
efektivitu i finan¢ni stabilitu a prospé€la by provozni jistoté
chovatelli dojnic i bezpecnosti mlécného potravinového
fetézce. Cilem takového projektu pak: Vyvinout G¢inné;si
metodu stanoveni ketonll v individudlnich vzorcich mléka
pro tcely kontroly uZitkovosti dojnic; analyzovat pfic¢inné
faktory variability ketond v mléce; zlepsit praktické inter-
pretacni postupy pro variabilitu vyskytu ketonti v mléce
v postupu kontroly mlééné uzitkovosti dojnic; posoudit vliv
ketont na kvalitu potravinové suroviny a navrhnout postupy
k zamezeni pfipadného rizika.
PouZitd literatura je dostupnd u autoril.
Prispévek byl podporovan prostfedky pro feSeni projek-
ti, NAZV, 1G46086 a MSMT - CZ.1.07/2.3.00/09.0081.
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Abstrakt

U izolovanych kmenQ Listeria monocytogenes byla
zjiStovana schopnost prezivat v riznych podminkach.
Testovana byla odolnost vii¢i Zlu¢ovym solim a nizkému
pH. Tyto vlastnosti jsou rozhodujici pro pfeZiti v travicim
traktu. Byla otestovdna citlivost vi¢i dvéma humannim
antibiotikim pouZivanym k 1é¢b&. DalSi provedené testy
simulovaly podminky pouZivané v mlékarenské technologii
tj. odolnost k vysoké koncentraci NaCl, termizacnimu
a pasteracnimu zahfevu a test pohyblivosti bakterii. K mo-
delovym pokustim byly pouZity tyto matrice vzorku: bujon
BHI, smetana 32 g tuku /100 g, odstfedivkovy tvaroh (susi-
na 18 g/100 g, pH 4,90)

Abstract

Isolated strains of Listeria monocyteogenes were tested
at various conditions, it was examined their survive ability.
It was tested tolerance to bile salt and low acidity, these
properties are deciding for survival in intestinal tract.
Another performed experiments simulated conditions used
in a dairy technology such as tolerance to high concentra-
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tion of NaCl, termization and pasteurization heat and moti-
lity of bacteria. For model tests were used the follow matrix
of samples: broth BHI, cream 32 g of fat/ 100 g, centrifu-
gal quark (solid 18/100 g, pH 4,90).

Uvod

Vyskyt Listeria monocytogenes je pro konzumenta
zdravotnim rizikem, jednd se o potravinového patogena,
ktery zptsobuje onemocnéni listeriézu. MnozZstvi bakterii
Listeria monocytogenes, potfebné ke kolonizaci traviciho
traktu a k rozvoji nemoci, je u zdravého jedince 10°, ale
u rizikovych osob pouze 10°, coZ piedstavuje 10 g
potraviny s denzitou bakterii pouze 100 KTJ/1 g (Nafizeni
Komise 2005, 2007).

Na mlékarnach je zdrojem kontaminace syrové mléko
nebo nedokonale sanitované vyrobni zafizeni. ZvySené
riziko pomnoZeni Listeria monocytogenes je dano variabi-
litou rdstu, a to jak podminek teplotnich (2-45 °C), tak
naroki na kyselost prostiedi (pH 4-9). Listerie nejsou inhi-
bovany ani vysokou koncentraci NaCl.

Material a metody

Na modelovych pokusech in vitro u 6 kmenl izolath
Listeria monocytogenes byly sledovany biochemické a fy-
ziologické charakteristiky s ohledem na parametry
mlékarenskych technologii (Gelb¢ikova a kol., 2008).

Byla sledovana rezistence vici zZlu¢ovym solim a nizkému
pH, tyto podminky simuluji podminky zaZivaciho traktu.

Ovéfena byla tcinnost pastera¢niho reZimu pouZivaného
pfi vyrobé syra tj. 74 °C/15-40 sekund.

Dale byl na modelovych pokusech ovéfen vliv matrice
vzorku na tc¢innost termizacniho zahievu, pro testovani byl
pouzit zivny BHI bujén, smetana a tvaroh.

V zavislosti na podminkéch skladovani byla sledovana
rezistence vuci vysoké koncentraci NaCl.

Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto bakterie pii pokojové
teploté pohyblivé, maji schopnost ulpivat na technologic-
kych zafizenich a jsou proto soucasti biofilmii (Lemon,
KP, Higgins DE, Kolter, R., 2007). ZvySené riziko je
v lokalitach s tvrdou vodou (Purkrtova a kol., 2009). Na
specidlnim agaru byl proveden test pohyblivosti v zavislosti
na rizném pH (pH 4, 5, 7) a rzné teploté (6, 22, 37 °C) .

Provéfena byla také rezistence viaci antibiotikiim
pouzivanym v humanni medicin€ pii 1é¢be listeridzy.

Pro testovani bylo vybrano 6 izolath Listeria monocyto-
genes viz tab. €. 1.

Tab. 1 Oznaceni izolat kment Listeria monocytogenes

Pracovni oznaceni Komodita
L-1 zrajici syr
-2 stér-technologické zafizeni
L-3 plisiovy syr
L-4 stér-obklad u umyvadla
L5 zelenina kostal
L-6 salam

Izolaty kmenQ Listeria monocytogenes byly uchovany
v BHI bujoénu s pridavkem glycerolu pii -40 °C.

Pred zapocetim modelovych pokust byla potvrzena Cis-
tota téchto kmend na diagnostickém Chromocult Listeria
Selektiv agaru (Merck). Vlastni testovani bylo provedeno
na referencni ptidé TSA.

Testovani odolnosti vici Zlu¢ovym solim:

Zlucova sl (Oxoid L55) byla ddvkovina do BHI agaru
v koncentraci 0,3 a 0,7 %, kultivaéni podminky 37 °C/
24 hodin.

Vliv nizkého pH na denzitu bakterii:

Vliv nizkého pH byl testovan v BHI bujén o pH 3 (pH na
potfebnou hodnotu bylo upraveno roztokem HCI), jako
kontrolni vzorek slouzil BHI bujéon s pH 7, skladovani
37 °C/3 hodiny.

Vliv matrice vzorku na termiza¢ni zahrev s riznou vydrzi:

P1i testovani vlivu matrice vzorku na termizacni teplotu
byly redlné vzorky (smetana, tvaroh) tepelné oSetieny, aby
byla eliminovdna doprovodnd mikrofléra, termizacéni
zahtev pii teploté 65 °C s vydrzi 5 a 10 minut.

Tab. 2 Vliv nizkého pH na rist vybranych kmenu

kmen BHI bujon pH 7 BHI bujon pH 3
KTJ/1 ml KTJ/1 mi rezistentni MO

(%)

L-1 7.2x10° 3,2x 102 0,05

L-2 9,8 x 10 neg. -

L-3 4,0x%10° 1,5x 102 0,04

L-4 1,0 x 10° neg.

L-5 6,3 x 104 neg. -

L-6 1,8 x 10 2,2 x 102 1,2

Tab. 3 Vliv matrice vzorku Listeria monocytogenes
na odolnost kmen(i viéi termizaénimu reZimu

Kmen BHI bujdn, tvaroh, smetana,

LM rezistence (%) rezistence (%) rezistence (%)
65°C/ 65°C/ 65°C/ 65°C/ 65°C/ 65°C/
5 minut 10 minut 5 minut 10 minut 5 minut 10 minut

-2 3 - 3,1 0,01 1 -

L3 37 - 53 - 38 0,02

L-4 0,4 - 1,1 - 0,8 -

L-5 0,2 - 0,5 - 0,7 0,09

L-6 0,3 0,01 0,5 0,06 0,2 0,01

Tab. 4 Rezistence kmend Listeria monoctogenes k NaCl
v zavislosti na teploté a dobé skladovani

BHI bujon, 6 °C/5 dnii
rezistence (%)

2% 5 % 7% 2% 5 % 7%

NaCl  NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

Kmen BHI bujon, 22 °C/24 hodin
LM rezistence (%)

L1 95 16 0,05 103 19 0,52
-2 96 0,2 0,21 13 1,1 0,13
-3 121 79 0,004 125 79 0,14
-4 92 0,13 0,2 100 3,3 0,41
L-5 63 43 0,4 106 12,6 1,86
L-6 10 2,1 0,05 123 40 0,01
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Tab. 5 Pohyblivost kmend v zavislosti na teploté a pH

Kmen 6 °C/5 dnii 22 °G/24 hodin 34 °C/24 hodin
LM pH 1,2 pH 45 pH72 pH4S5 pH7,2 pH4S
L1 + - - -
L2 + + +/-

L-3 +
L4 +
L5 + +/-
1-6 +

Graf 2 Termizace tvarohu

Tab. 6 Rezistence kmend vidéi antibiotikiim

Kmen LM TSA/ TSA/ TSA/ rezistence
kontrola  Vankomycin Clindamycin
KtJ/Aml  KTJ/1ml KTJ/1 ml %
L-1 1,8x 108 neg. 24x103 0,001
L-2 1,0x 108 neg. 1,9x 104 0,02
L-3 1,4 x 108 neg. 3,1 x 102 0,0002
L-4 1,0 x 108 neg. 58x10° 0,006
L-5 1,3x108 neg. 6,2x 108 0,005
L-6 9,0x 107 neg. 1,8 x 102 0,0002

Termizace v tvarohu

Graf 1 Termizace bujonu

Termizace v bujonu
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Testovani odolnosti viuci NaCl:
Vliv vysoké koncentrace NaCl byl testovan v BHI bujon,
uprava koncentrace NaCl na poZadovanou hodnotu steril-

nim nasycenym roztokem NaCl na vyslednou koncentraci
2,5 a7 %, skladovani 22 °C/24 hodin a 6 °C/5 dnt.

Pohyblivost izolati kment:

Byla pouzita pida k testovani pohyblivosti BBL-Motility
Test Medium, tprava pH agaru na 4,5 (HCl), kontrolni
vzorek pH 7,2, test proveden vpichem do agaru, kultivace
6 °C/5 dna, 22 °C/24 hodin, 34 °C/24 hodin.

Testovani humannich antibiotik:

Antibiotika Vankomycin (0,5 mg/100 ml TSA agaru)
a Clindamicin (0,1 mg/100 ml TSA agaru) byla asepticky
davkovana do média pfed inokulaci, kultivace ploten
37 °C/48 hodin.

Vysledky

Vysledky testovanych charakteristik jsou uvedeny v ta-
bulkéch ¢. 2-6.

Pfi stanoveni odolnosti kment byla pouzita tato kriteria
vztahujici se ke kontrolnimu vzorku:

- kmeny odolné: pteziva 70-100 %

- kmeny tolerantni: preziva 10-70 %

- kmeny citlivé: preziva 0-10 %

Vliv matrice vzorku pfi termizaénim zahfevu znazornuji
grafy ¢. 1 -3.

Test pohyblivosti izolovanych kment provedenych
vpichem do BBL-Motility Test medium byl vyhodnocen po
kultivaci zkumavek jako pozitivni + nebo negativni -, viz
obrazek ¢. 1 a 2.

Zaver

Ze ziskanych vysledkt testovani fyziologickych a bio-
chemickych charakteristik u izolatl kment listerii lze fici:
* Modelovym pokusem simulace fyziologickych pod-

minek v zaZivacim traktu (pH 3 a koncentrace Zlucovych

soli 0,7 %) se prokazalo, Ze Zlu¢ovymi solemi neni Zadny

z testovanych kment Listeria monocytogenes 100% inhi-

bovan. Nejodolnéjsi jsou kmeny L-4 (stér) a L-5

(kostalova zelenina). Naopak nejcitlivéjsi jsou kmeny

L-1 (zrajici syr) a L-2 (stér). Na nizké pH (pH 3) jsou

testované kmeny velice citlivé. Zcela inhibovany byly tfi

kmeny (L-2, L-4 a L-5). U ostatnich kment je odolnost
listerii v rozmezi 0,04 % - 1,2 %. Velice dilezit4 je proto
denzita bakterii v potraviné pii konzumaci.
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Obr. 1 A - pozitivni test

e 7 pokusu rezistence kment Listeria monocytogenes vuci
termizacni teploté v zavislosti na matrici vzorku je ziej-
mé, Ze teplota 65 °C s vydrzi 5 minut je zcela nedostacu-
jici pro bujén, tvaroh i smetanu. Pfi stejné termizacni
teploté, ale dvojnasobné vydrzi uz je pét kmend v bujénu
(L-1 az L-5) 100 % inhibovano. U kmene L-6 je 0,01 %
bakterii rezistentnich. U smetany a tvarohu je termizacni
efekt vzdy nizsi, protoZe se uplatiiuje ochranny vliv
bilkoviny a tuku na bakterie. Rezistence kment je 0,1 %
- 0,01 %.

¢ Testovani vic¢i vysoké koncentraci NaCl bylo provedeno
pii teplotach 22 °C a 6 °C, pfii lednickové teploté byla
zjiSténa vzdy vyssi odolnost kment. Vici 2 % NaCl jsou
vSechny kmeny rezistentni. Koncentrace 7 % NaCl ma
na vSechny testované kmeny listerii velmi vysokou
inhibi¢ni d¢innost, ale ani tato koncentrace neni 100 %
inhibicni.

e Z testu pohyblivosti kment Listeria monocytogenes
v zévislosti na teplot¢ a pH je patrné, Ze pii pH 7,2
a teploté 22 °C jsou vSechny testované kmeny pohyblivé.
Pti teploté 6 °C nebyla pohyblivost prokdzana. Pri pH
4.5 byla pohyblivost potvrzena u kmene L-2 pfi poko-
jové teploté. Pti teploté 37 °C u dvou kmend L-2 a L-5
byla zjisténa pohyblivost dubiézni v kontrolnim agaru
(+/-). Pti pH 4,5 vSak nebyla pohyblivost potvrzena.

Obr. 2 D - negativni test

e Pfi testovani rezistence kmenl vidci antibiotikim
pouZivanym v humanni mediciné pfi 16€bé€ listeriézy byl
zjistén 100 % inhibi¢ni uc¢inek u antibiotika
Vankomycin. Clindamycin neni tak ucinny, procento
rezistentnich bakterii se pohybuje od 0,02 do 0,0002 %.
Pfi vyrobé termizovanych vyrobkl je nutné z divodu

bezpecnosti potravin dodrzet termizacni zdhfev 65 °C

s vydrzi 10 minut. Pfi vyrobé syra, kde se vyuZiva paste-

race pii niz$i teploté, je dilezité dodrZet podminky

74 °C/40 sekund, vydrz 15 sekund je nedostacujici.
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