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Souhrn

V soucasné dobé zatim chybi jednoznacna definice
skupiny termorezistentnich mikroorganismi, a proto se
metody jejitho stanoveni, pouZivané rznymi autory, lisi.
V této praci byly porovnany inaktivaéni zahtevy
75 °C/20 min, 85 °C/10 min a 98 °C/5 min pro stanoveni
termorezistentnich mikroorganismi v syrovém mléce.
Mezi vysledky nebyly zjisStény statisticky vyznamné rozdi-
ly, pravdépodobné diky vysokému zastoupeni spor v ramci
skupiny termorezistentnich mikroorganismi. Presto by
provozni laboratofe mlékaren mély pouzivat rezim, ktery se
nejvice blizi redlnym provoznim podminkdm, aby tak pod-
chytily i ostatni termorezistentni mikrofloru.

Zavedena byla metoda pro stanoveni D-hodnoty a z-hod-
noty vegetativnich bun€k bacilll a nesporotvornych bakterii
v mléce za podminek, které se bliZzi termizaci nebo
pasteraci. Pro vegetativni buniky B. cereus SPA 12 byly
stanoveny hodnoty Ds> = 19 min, z = 9,0 °C, pro B. licheni-
formis SPA 9 Ds; = 58 min, z = 50 °C.

Klicova slova: stanoveni termorezistentnich mikroor-
ganismui v mléce, D-hodnota, z-hodnota

Summary

Currently distinct definition of group of heat-resistant
micro-organisms doesn't exist, thus various authors use dif-
ferent methods for its determination. In this work, heat-
inactivation modes 75 °C/20 min, 85 °C/10 min and
98 °C/5 min for determination of heat-resistant micro-
organisms in raw milk were compared. Differences among
results were not significant, may be due to high portion of
spores in group of heat-resistant micro-organisms.
Nevertheless, dairy plants laboratories can be recommen-
ded to use the mode close to the real plant conditions in
order to catch up other heat-resistant micro-flora, as well.

The method for determination of D-value and z-value of
bacilli vegetative cells and non-sporeforming bacteria in
milk under the conditions approximating thermization or
pasteurization was introduced. Values determined for vege-

tative cells of B. cereus SPA 12 and B. licheniformis SPA 9
were as follows: Dsy = 19 min, z=9.0 °C and Ds, = 58 min,
z =50 °C, resp.

Keywords: determination of heat-resistant micro-orga-
nisms in milk, D-value, z-value

Uvod

Jak uZ nazev napovida, termorezistentni mikroorganismy
jsou mikroorganismy rezistentni vic¢i zahfevu. Jednotné
kritérium pro zatfazeni daného rodu, druhu ¢i kmene do
skupiny termorezistentnich mikroorganismi vSak nebylo
zatim definovano, a proto se vycet termorezistentnich
mikroorganismii, které se nejcastéji vyskytuji v mléce
a mlé¢nych vyrobcich, u riznych autora lisi.

Napriklad Robinson (2002) tfadi mezi termorezistentni
mikroorganismy ty, které preZziji zédhrev 63 °C/30 min -
Microbacterium, Micrococcus, Alcaligenes, spory rodu
Bacillus a spory rodu Clostridium. Stepaniak (2003) defi-
nuje termorezistentni mikroorganismy jako ty, které
prezivaji zahtev 72 °C/15 s - Bacillus (spory), Clostridium
(spory), Streptococcus, Micrococcus a koryneformni bak-
terie. Zahtev 72 °C/5 min ve své praci pouZzili napf.
Bartoszewicz a kol. (2008), zahifev 80 °C/10 min Molva
a kol. (2009), zahiev 80 °C/15 min Cosentino a kol. (1997).

Havlova a kol. (1993) doporucuji zdhtev 85 °C/10 min,
ktery se nejvice pfiblizuje pozadavku, aby pfitomné spory
prezily v puvodnim poctu, zatimco vegetativni buiky
a nesporotvorné mikroorganismy byly zahfevem usmrceny.

Navic spory mohou béhem pfipravy vzorku vyklicit a byt
nasledné usmrceny inaktivaénim zahievem, coZ miize vést
k podhodnoceni poctu spor v analyzovaném vzorku. Doba
mezi pfipravou prvniho fedéni vzorku a tepelnou inaktivaci
by proto neméla presdhnout 10 minut a teplota fedicich
roztokil by méla byt co nejnizsi (Te Giffel a kol., 1995).

Z vyse popsanych teplotnich rezimi vyplyva, Ze jsou ter-
morezistentni mikroorganismy schopné prezit také pasteraci
v provoznich podminkach mlékarny, a tak se dostat az do
findlnich mléénych vyrobkl. Tento problém je vyznamny
zejména pro vyrobky, které nebyly ani nasledné oSetfeny
UHT nebo sterilaci ani v nich neni rast kontaminujicich
mikroorganismil limitovan nizkym pH. Jedna se tedy prede-
v§im o pasterované mléko a smetany, popt. ESL mléko,
susené mlécné vyrobky, véetné kojenecké a détské vyzivy.

K zajisténi vyssi bezpecnosti a delsi trvanlivosti potravin
je dulezité urcit vhodnou kombinaci teplota/Cas, kterad
povede k poZadovanému snizeni poctu pfitomnych
mikroorganismii. Pro posouzeni ucinnosti tepelného
osetfeni se stanovuji D-hodnota (decimalni redukéni podil)
a z-hodnota (smérnice inaktivacni kiivky). D-hodnota je
doba zahfevu (vyjadfend v minutich), kterd je pti dané
teploté potifebna ke sniZeni poctu pfitomnych mikroorga-
nismutl o jeden fad. O kolik stupnt Celsia je potieba zvysit
teplotu, aby se D-hodnota sniZila desetkrat, vyjadfuje
z-hodnota (van Asselt a Zwietering, 2006).

Hlavnim cilem této prace je porovnat stavajici metody
stanoveni termorezistentnich mikroorganismi v syro-
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vém mléce a zavést metodu pro stanoveni D-hodnoty
a z-hodnoty.

Material a metody

Porovndni metod stanoveni termorezistentnich
mikroorganismii

Porovnavany byly rizné inaktivacni zdhfevy
(75 °C/20 min, 85 C/10 min a 98°C/5 min), které byly
aplikovany na 15 vzorkd syrového kravského mléka.
Nasledovalo stanoveni prezivsich mikroorganismt na GTK
agaru, inkubace probihala pfi 30 °C/3 dny.

Metoda pro stanoveni D-hodnoty a z-hodnoty

Pro zavedeni této metody byly vybrany vegetativni
buriky bacilii. Rezistence vegetativnich bunék bacili vaci
zéhtfevu je totiZz srovnatelnd s rezistenci fady nespo-
rotvornych bakterii (univerzalni pouZiti metody pro teplot-
ni rezimy napodobujici pasteraci) a pritomnost spor bacild,
které prezivaji experimentdlni zahfev, ruSi stanoveni
(vyzva, kterou je potfeba vyfesit).

Jako testovaci mikroorganismy byly vybrany B. cereus
SPA 12 (izolovan ze stéru z prvovyroby mléka) a B. [i-
cheniformis SPA 9 (izolovan ze syrového kravského
mléka), které byly pred pokusem kultivovany 30 °C/24 h na
GTK agaru. Jedna ockovaci klicka takto pripravené kultury
byla pfenesena do 9 ml fyziologického roztoku. Vznikla tak
suspenze o denzité¢ okolo 6 log KTJ/ml, kterd byla pfimo
pouZita pro niZe popsany experiment. V suspenzi byla
stanovena suma vegetativnich bunék a spor jako celkovy
pocet mikroorganismii (CPM) podle CSN EN ISO 4833
(2003) a spory na GTK agaru 30 °C/3 dny po inaktivaci
vzorku 98 °C/5 min.

K vlastnimu experimentu byla pouzita metoda
v usporadani, které pouzili Nazarowec-White a Farber
(1997) pro Cronobacter sakazakii. Na vyhtivanou plotynku
s magnetickym michadlem a regulaci teploty byla umisté-
na kadinka s vodou vytemperovanou na experimentalni
teplotu. Do vody byla ponotena lahvicka se 100 ml vytem-
perovaného sterilniho odstfedéného mléka, do které byla
zasunuta termoregulacni sonda. Jak do kadinky s vodou
(slouzila jako vodni lazen), tak do lahvicky s mlékem bylo
vlozeno magnetické michadlo. Po ustéleni teploty byl do
mléka napipetovan 1 ml vySe popsané suspenze bacild
o znamé denzité¢ vegetativnich bunék a spor, ¢imz doslo
k mzikovému ohrati mikroorganismli na experimentalni
teplotu. Po uplynuti testované doby zahfevu byl odebran
1 ml mléka s bacily, které predstavovalo nulté fedéni pro
stanoveni celkového po¢tu mikroorganismd.

Volba teplotnich rezimti vychazela z prace zabyvajici se
vegetativnimi bunkami bacilt (Harrigan, 1998) - testovana
byla teplota 54 °C po dobu 10, 20, 30 a 50 minut, 52 °C po
dobu 20, 35, 50 a 65 minut a 50 °C po dobu 20, 40, 60
a 80 minut.

D-hodnota byla stanovena pro kazdou experimentdlni
teplotu zvlast jako absolutni hodnota prevracené hodnoty
smérnice regresni funkce y = ax + b, kde je

log KTJ/ml
doba zahfevu uvedena v minutich
smérnice regresni funkce
b konstanta regresni funkce
z-hodnota byla stanovena jako absolutni hodnota prevracené
hodnoty smérnice regresni funkce y = ax + b, kde vSak je
y log (Dr)
X experimentalni teplota T

O M

Vysledky a diskuze

Z tab. I je patrné, Ze rtzné rezimy inaktivace vzorkt
poskytuji v ramci chyby metody u vétSiny vzorki srovnatel-
né vysledky, a to i presto, Ze ¢im vyssi byla teplota inaktivace
(i kdyz byla aplikovana po kratsi dobu), tim ucinné&ji byly
devitalizovany nesporotvorné termorezistentni mikroorga-
nismy. Ty se totiZ, jak naznacuji ziskané vysledky, obvykle
vyskytuji v syrovém mléce v fadové niZsi denzité neZ spory.

Kromé nesporotvornych mikroorganismi a vegetativnich
bunék plisobi provedeny zahtev také na pfitomné spory -
aktivuje je a podporuje jejich germinaci (Logan a deVos,
2009). Ktery rezim byl v tomto smyslu nejucinnéjsi, vSak
ze ziskanych dat nevyplynulo. Odpovéd na tuto otazku se
nepodafilo nalézt ani po provedeni dalSich experimentd
s izolovanymi kmeny (data neuvedena).

Provoznim laboratofim mlékaren 1ze doporudit, aby pri
stanoveni termorezistentnich mikroorganismti pouzivaly
rezim inaktivace, ktery odpovida technologii, kterou ma
byt syrové mléko zpracovano: 75 °C/20 min pro vyrobky
z mléka oSetfeného Setrnou pasteraci, 85 °C/10 min pro
vyrobky z mléka oSetfeného vysokou pasteraci a 98 °C/S min
pro sterilované a UHT vyrobky. Zaroven je Zadouci, aby
bylo pouzivani inaktiva¢niho zahfevu v ostatnich labora-
tofich sjednoceno.

Tab. I Porovnani riznych inaktivacnich zahrevi pfi
stanoveni termorezistentnich mikroorganismd
v syrovém mléce

vzorek MO po inaktivaci MO po inaktivaci MO po inaktivaci

75 °G/20 min 85 °C/10 min 98 °C/5 min
(log KTJ/ml) (log KTJ/ml) (log KTJ/ml)
1 22 +0,7 2,0+0,6 12+04
2 23 +0,7 1,9+ 0,6 13+04
3 16+05 1,9+0,6 12+04
4 21+07 1,0+0,3 12+04
5 16+05 16 +05 1,003
6 1,805 1,7+05 12+04
7 1,705 1,705 1504
8 23 +0,7 1,7+05 1,5+ 04
9 1,805 1,8 +05 1504
10 16 £0,5 12+04 1,103
11 23 +0,7 1,8+05 1,5+04
12 1,705 16 0,5 13+04
13 1504 16 £05 1504
14 1,4+04 11+0,3 1,3+04
15 14+04 odhad 1,0 £ 0,3 odhad 0,9 = 0,3
primér 1,8 1,6 1,3
SMODCH 0,3 0,3 0,2
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Tab. Il Primdrni data pro stanoveni D-hodnoty a z-hodnoty vegetativnich bunék bacilt

B. cereus SPA 12

teplota  vydrz CPM GPM pred spory pied
(§H] (min) po zahievu zahievem zahrevem
(log KTJ/ml)  (log KTJ/ml)  (log KTJ/ml)
54 10 47 +172 6,6 +1,6 24 +0,7
20 42 +1,0
30 43 +1,1
50 35+09
52 20 56 +14 6,2+ 16 <0602
35 45 +1,1
50 31+08
65 34+08
50 20 39+10 58 +14 0,6 0,2
40 36+09
60 34+08
80 33+08

B. licheniformis SPA 9
teplota  vydrz (Hl} GCPM pred spory pied
(§H] (min) po zahievu zahievem zahrevem
(log KTJ/ml)  (log KTJ/ml)  (log KTJ/ml)
54 10 45+11 6,0+ 15 31+09
20 44 +11
30 41+10
50 39+10
52 20 48+12 57 +14 29+09
35 46 +1.2
50 44 +11
65 40+1,0
50 20 45 +1,1 54 +13 2708
40 42 +11
60 40+1,0
80 3,7+09

Data pouzita pro stanoveni D-hodnoty a z-hodnoty vege-
tativnich bunék B. cereus SPA 12 a B. licheniformis SPA 9
jsou shrnuta v tab. II, vysledné hodnoty v tab. III.

Stanoveni D-hodnoty a z-hodnoty bylo provedeno pfi re-
lativné nizké teploté (50 - 54 °C), jak popsal Harrigan
(1998). Nevyhodou tohoto postupu sice je, Ze experimen-
talni teplota neodpovidd bézné pouzivanym pastera¢nim
popt. termizacnim podminkam, avSak rozhodujicim davo-
dem pro tento postup je nutnost, aby pocet vegetativnich
bunék, které zahrev prezily, byl radové vyssi nez pocet pfi-

Toho je sice mozné dosahnout, ale nelze to spolehlivé
zajistit (tab. II). Pokud takovy pfipad nastane, mély by byt
dané experimenty zopakovany. Rusivy vliv spor je dobfe
patrny z tab. III, ve které byla pro B. cereus Ds4 (relativné
vysoké zastoupeni spor ve vzorku) oproti ocekavani vyssi
nez Ds;. Rovnéz D-hodnoty namétené pro B. licheniformis
mohly byt pritomnosti spor zkresleny. Pfesto byla namétena
data srovnatelnd s literarnimi prameny. Napt. Byrne a kol.
(2006) urcili pro vegetativni buriky B. cereus v masovych
zavitcich Dgo = 1 min a Dsp = 33,2 min. Pro spory B. cereus
se Digo pohybovala v rozmezi 2,2 - 5,4 min (Batt, 2000).

Pres vySe uvedené nedostatky byla pro vegetativni buiiky
B. cereus SPA 12 zjiSténa z-hodnota 9,0 °C. Pro spory
B. cereus nalezli van Asselt a Zwietering (2006) z-hodnotu
12,8 °C, avsak existuje velkd rozmanitost v ramci druhu.

B. licheniformis SPA 9 je vice rezistentni k zahfevu nez B.
cereus SPA 12. Je tomu tak pravdépodobné proto, Ze
B. cereus SPA 12 je psychrotrofni kmen, ktery se na nizkou
teplotu adaptoval zménou slozeni cytoplazmatické mem-
brany - vyssi podil nenasycenych mastnych kyselin a zména
poméru iso- a anteiso- vétvenych mastnych kyselin zajistuje
membrané tekutost i pfi niZsich teplotach, avsak snizuje jeji
odolnost vuci zahfevu (Carlin a kol., 2009). Zjisténo bylo
rovnéz, ze spory B. licheniformis jsou vice rezistentni vici
sterilacnimu zahievu, neZ spory ostatnich druht bacilu, které
se bézné vyskytuji v mléce (JanStova a Lukasova, 2001).

Zavedend metoda je potencidlné vhodna i pro studium
dalSich mikroorganismi, pouze je potieba zvolit vhodné
teplotni reZimy. D-hodnota a z-hodnota daného kmene

Tab. lll D-hodnota a z-hodnota vegetativnich bunék bacili

teplota D-hodnota z-hodnota

zahievu (°C) (min) (°C)

B. cereus SPA 12 54 36* 9,0
52 19
50 100

B. licheniformis SPA 9 54 64* 50
52 58*
50 77*

* Oznacené hodnoty mohou byt zkresleny relativné vysokym zastoupenim spor ve vzorku

mikroorganismii zaviseji na teploté, a proto nemohou byt
pouZzity pro posuzovani vlivu teploty, kterd lezi vyznamné
mimo experimentalni rozsah, napf. na zdkladé méfeni pfi
teplotich 80 - 110 °C nemohou byt popsiny procesy
zahrnujici UHT zéhtev na teplotu 130 - 140 °C (Harrigan,
1998). Experimentélni rozsah teplot odpovidajici pasteraci
popf. termizaci by mohl byt vhodny pro nesporotvorné
termorezistentni bakterie. V pfipadé¢ mikroorganismt bez
vyznamné rezistence vuci zdhfevu je nutné pouzit nizsi
experimentalni teploty (50 - 56 °C), aby zéhtev prezilo
kvantifikovatelné mnoZzstvi bakterii (Harrigan, 1998).

Zaver

Mikroorganismy pfitomné v syrovém mléce se mezi
sebou li§i svou rezistenci vici zahfevu. Presto nebyly pfi
stanoveni termorezistentnich mikroorganismi prokazany
vyznamné rozdily mezi rGznymi inaktivaénimi zahtevy,
pravdépodobné diky vysokému zastoupeni spor v ramci
skupiny termorezistentnich mikroorganismu. S vyjimkou
provoznich laboratofi mlékaren, ve kterych je nutné co
nejvice se priblizit redlnym podminkam v daném provoze,
1ze doporucit, aby bylo pouzivani inaktivacnich zéhfevi pro
stanoveni termorezistentnich mikroorganismu sjednoceno.

Zavedena byla metoda pro stanoveni D-hodnoty a z-hod-
noty za podminek, které se bliZi termizaci nebo pasteraci.
V praxi by mohla byt vyuZita k posouzeni rezistence vici
zahtfevu, popf. k navrzeni vhodného teplotniho rezimu,
ktery povede k poZadovanému sniZeni denzity u téch druha
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a kmend, které v daném mlékarenském provozu predstavu-
ji technologické nebo zdravotni riziko. Vysledky mohou
byt aplikovany jak na nesporotvorné bakterie, tak na vege-
tativni buiiky sporotvornych bakterii.

Podéekovani
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projektu 2B06048 "Mikrobiologicka rizika mlékarenskych
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zaméru MSM 2672286101 "Mléko - vyznamna soucast
zdravé a bezpecné vyzivy".
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VYBRANE POZNATKY V OBLASTI
MIKROBIOLOGIE SYROVEHO
KRAVSKEHO MLEKA V CR

Snaselova Jana
VWzkumny ustav mlékdrensky s.r.o.

Selected findings in the field of raw cow milk
microbiology in the CR

Abstrakt

Literarni prehled shrnuje vysledky a poznatky v oblasti
mikrobiologické kvality syrového kravského mléka v CR
v letech 2008-2010, a to zejména:

Monitoring mikrobiologické kvality mléka ke zjisténi
uzitkovosti dojnic a proplaceni mléka

Studium skupin patogennich a technologicky neza-
doucich mikroorganismi, zejména rodd Bacillus, Listeria,
Mycoplasma, Enterococcus, Staphylococcus. Vyzkumné
instituce ve spolupréci s mlékarenskymi spole¢nostmi resi-
ly problémy spojené s vyskytem, pomnoZovanim, detekci
a stanovenim vyse uvedenych rodd mikroorganismi a dale
také postupy ucinné desinfekce a Cisténi.

Vybér vhodnych mikrobialnich kmenu kontaminujici
mikrofléry jako vhodnych matric vzorka pro referencni
a instrumentalni mikrobiologické metody.

Abstract

The literature review summarizes the results and findings
in the field of the microbiological quality of raw cow milk
in the CR in 2008-2010.

These include:

Monitoring of microbiological quality of raw milk to
determine milk production and milk payment.

Studies of pathogenic and technologically undesirable
microorganisms especially of genera Bacillus, Listeria,
Mycoplasma, Enterococcus, Staphylococcus. Research
institutions in cooperation with dairy companies solved the
problems associated with the occurrence, propagation,
detection and determination of the above genera of
microorganisms and procedures for effective disinfection
and cleaning.

Selection of suitable microbial strains of contaminating
microflora as a suitable matrix reference samples for refe-
rence and instrumental microbiological methods.

Uvod

Predlozeny literarni prehled shrnuje vysledky a poznatky
v oblasti mikrobiologické kvality syrového kravského
mléka v CR v letech 2008-2010. Problémy fesené v CR
koresponduji s evropskymi a svétovymi trendy v uvedené
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