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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

Tato prace vznikla s finanéni podporou MSMT pii feseni
projektu 2B06048 "Mikrobiologicka rizika mlékarenskych
vyrob - detekce a preventivni opatfeni" a vyzkumného
zaméru MSM 2672286101 "Mléko - vyznamna soucast
zdravé a bezpecné vyzivy".
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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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oblasti. Mikrobiologickou kvalitu syrového mléka lze
rozdélit do nasledujicich smért (http://www.foodsci.
uoguelph.ca, 2010):

Mikroorganismy: Bakterie, plisné a kvasinky

Rist mikroorganismu

Detekce a stanoveni poctu

Z hlediska skupin mikroorganismi je pozornost zamere-
na zejména na sporulujici a patogenni.

Bakterie, plisné a kvasinky v syrovém mléce,
rist, pomnozZeni

Soucasné poznatky o mikrobialnich rizikach ze syrového
mléka a jejich prevenci byly shrnuty v piispévku na semi-
nari vénovaném farmarskym vyrobam (Kalhotka, 2009).
Autor se zabyva mikroorganismy, které ¢asto kontaminuji
syrové mléko, vénuje pozornost zejména popisu a vlivu
patogennich mikroorganismd, zpudsobujicim alimentéarni
infekce a alimentarni intoxikace a to: rodim Salmonella,
Shigella, Citrobacter, Proteus, Yersinia, Camphylobacter,
Brucella a rovnéz se zabyva vlivem konkrétnich druht
mikroorganismi a to: Clostridium per-fringens, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium bovis, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticum. Publikace rovnéz zahrnuje zakladni postupy
prevence a ochrany syrového mléka pred bakterialni konta-
minaci.

Sledovani mikrobiologické kvality syrového mléka pro
ucely zpenézovani je pravidelné popisovano a hodnoceno
v publikaci "Rocenka chovu skotu v Ceské republice",
ktera je vydavéana svazy chovateltl (www.cmsch.cz, 2010).

Z dale uvedené tabulky je patrné, Ze priméry vétSiny
ukazateld jakosti syrového mléka nevykazuji v obdobi
2007 az 2009 vétsi rozdily. Pocty somatickych bunék,
v mnoha podnicich znacné presahujici vykazany pramér
(cca 264 tis. v ml mléka), poukazuji na vyskyt subklinic-
kych mastitid a na ekonomické ztraty zptisobené predevsim
nizsi uzitkovosti krav. I kdyz primérny pocet somatickych
bunék odpovidd pozadavkim EU i CR na jakostni mléko,
neni zcela v souladu s poZadavky na zdravé stido (do
200 tis. v 1 ml). Jednou z moZnych pfiCin tohoto stavu
muZe byt nedostate¢né zohlednéni ukazatelli jakosti
v nakupni cené¢ mléka. Podil pozitivné reagujicich vzorka
mléka na inhibi¢ni latky se pfibliZuje hodnotdm vykazo-
vanym v mlékarsky vyspélych zemich. I ptes uvedené dilci
nedostatky 1ze konstatovat, Ze hlavni jakostni ukazatele
mléka stanovené predpisy EU (klouzavy geometricky
praimér CMP za posledni dva mésice do 100 tis. a klouza-
vy geometricky primér SB za posledni tfi mésice do
400 tis. v 1 ml, negativni test na obsah rezidui inhibi¢nich
latek) byly v roce 2009 dodrzeny. Zjisténé pruméry dosah-
ly 41 % (CPM) a 66 % (PSB) maximalnich hodnot
stanovenych pro mléko k dalSimu zpracovani.

Hlavni patogeny mlécné Zlazy, koliformni bakterie
a gramnegativni nekoliformni baktérie, k celkovému poctu
bakterii v syrovém mléce hodnoti Rysanek a kol. (2009).
Studie byla provadéna na 268 ceskych mlécnych stadech

s priblizné 29.000 kravami v bazénovych vzorcich
syrového mléka. Nejcastéji detekovanymi patogeny byly
Enterococcus faecalis a Streptococcus uberis. Pozitivni
korelace mezi poétem baktérii dominantnich patogent
a relevantnim CPM byla zaznamenany u E. faecalis
a Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, E. fae-
cium a Staphylococcus aureus. Také byla prokazana pozi-
tivni korelace mezi celkovym poctem bakterii a poctem
koliformnich baktérii i gramnegativnich nekoliformnich
baktérii. Vysledky naznacuji soudobou dominanci environ-
mentalnich patogenti, zejména streptokoktl a enterokokd,
nad kontagiéznimi patogeny mlécné zlazy v bazénovych
vzorcich.

Vlivem negativniho puisobeni dvou mastitidnich pato-
genu a to kvasinky Candida lusitaniae a fasy Prototheca
zopfii na biochemické zmény syrového mléka se zabyvala
Seydlovd a kol. (2009). Pfitomnost téchto patogeni
v mléce miZze byt disledkem probihajicich mykotickych
mastitid u dojnic. Pfidavek takového mléka k mléku na
technologické zpracovani, bez ohledu na pasteracni efekt,
ma vyznamny negativni vliv na zmény obsahu bilkovin,
tuku a lakt6ézy vzhledem k enzymatické vybavé mikroor-
ganismi. Tento vliv je pak velmi vyrazny pfi koncentracich
mikroorganismi 10° a vyssi.

Soucasny stav mikrobiologické a bakteriologické kvality
syrového mléka byl sledovan v bazénovych vzorcich
syrového mléka se zaméfenim na zachyt vybranych skupin
mikroorganismii (Seydlova, Snaselova, 2010). Ve vybra-
nych vzorcich byly diagnostikovany bakteridlni zastupci
jako je S. aureus, S. PK-, B. cereus, E. coli, plisné
a kvasinky, Str. agalactiae, Str. uberis, Enterocuccus spp.
Na zdkladé zjiSténych nélezli autorky doporucuji podrob-
néjsi bakteriologickou identifikaci mikroorganismi, jako
doplnék standardniho posuzovani hygienické kvality
mléka. Podobné sledovani bylo rovnéz provedeno v eko-
logickych chovech (Seydlova, 2010).

Cempirkova a Mikulova (2009) sledovaly vyskyt psy-
chrotrofnich lipolytickych baktérii v bazénovych vzorcich
syrového kravského mléka na osmi mléénych farmach po
dobu dvou let. Podrobné byly analyzovany korelace mezi
skupinami  psychrotrofnich lipolytickych  bakterii
a celkovym poctem psychrotrofnich a celkovym poctem
mezofilnich bakterii. Byla prokdzana vysoka korelace mezi
hodnotami celkového poctu psychrotrofnich a poctem psy-
chrotrofnich lipolytickych bakterii, zatimco korelace mezi
celkovym poctem mezofilnich a celkovym poctem psy-
chrotrofnich baktérii, stejné jako mezi psychrotrofnimi
lipolytickymi bakteriémi a celkovym poctem mezofilnich
bakterii byla na stfedni drovni.

Sledované hodnoty volnych mastnych kyselin se zvySo-
valy v zavislosti na dobé skladovani a teploté vzorku mléka.

Vyznamna pozornost byla zaméfena na studium
pusobeni bakterii z rodu Bacillus od syrového mléka po
findlni vyrobek. Je konstatovano, Ze tento druh mikroor-
ganismi prechdzi do vyrobkll ze syrového mléka
(Némeckova a kol., 2007; Némeckova a kol., 2010 a).
Zastupci rodu Bacillus jsou aerobni nebo fakultativné
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anaerobni grampozitivni bakterie, které jsou schopné tvorit
vysoce rezistentni endospory. V ramci rodu vykazuji znac-
nou rozmanitost fyziologickych vlastnosti (vztah k hodnoté
pH, aktivité vody, teploté, koncentraci NaCl). Rod Bacillus
se vyznacuje znanou proteolytickou a lipolytickou enzy-
movou aktivitou. Nejsilnéji proteolytické kmeny patii
k druhtim B. subtilis, B. cereus, B. polymyxa, B. amyloli-
quefaciens. V publikacich je vénovana pozornost vadam,
které tento rod plisobi ve sterilovanych vyrobcich, syrech,
suSeném mléce a kysanych vyrobcich.

Podrobné byl studovan vyskyt rodu Bacillus ve fazovych
vzorcich z vyroby eidamu, kde byl stanoven celkovy pocet
mezofilnich mikroorganismi, termorezistentni mikroor-
ganismy a B. cereus (Némeckova a kol., 2008). Mezi izolo-
vanymi mikroorganismy byly zjiStovany Bacillus cereus
a Bacillus licheniformis. Z 83 izolatt rodu Bacillus bylo
57 identifikovano jako Bacillus licheniformis a 6 jako
Bacillus cereus. Niz8i zachyt Bacillus cereus mohl byt mj.
zpusoben vys$Sim podilem vegetativnich bunék (které
nepiezivaji inaktivacni zahtev pfi stanoveni termorezisten-
tt) psychrotrofnich kment v chlazenych vzorcich. Naopak
stanovené pocty termorezistenti mohou byt navyseny, jestli-
Ze jsou ve vzorcich pfitomny termorezistentni kmeny bak-
terii mlécného kvaSeni v poctu vys$§im nez 1,0 x 10° JTK/g.
Experimentalni prace vyse uvedeného kolektivu autorti pfi-
nesly fadu konkrétnich vysledkd a zkuSenosti, které byly
poskytnuty vyrobnim mlékarenskym zavodim a dal$im
uzivatelam.

Studie puisobeni rodu Bacillus byly dale rozsiteny o vliv
nezddouciho pasobeni enzymové aktivity B. cereus
a B. licheniformis v mléce. Bylo zjiSt€éno, Ze na rozdil od
B. cereus nepredstavuje B. licheniformis vyznamné riziko
kazeni pfi chladirenskych teplotich (Némeckova a kol.,
2010 b)

Dal§im velmi Casto sledovanym mikroorganismem byl
v poslednich dvou letech patogenni druh Listeria monocy-
togenes predstavujici v mléénych vyrobcich urcité zdravot-
ni riziko pro konzumenty.

Listeria monocytogenes je kataldza pozitivni, mala kratka
grampozitivni pohyblivd nesporulujici bakterie (tycinka)
z Celedi Listeriaceae (Wikipedia, listopad 2010). Jako
saprofyt a epifyt kolonizuje travici trakt ¢lovéka i zvirat,
Zije také ve vode, bahné nebo pide, je schopna kontamino-
vat potraviny a krmiva a jako potencialni patogen je pivod-
ce onemocnéni lidi i zvifat, listeriézy. Tvofi i kokoidni
formy, del§i buiikky naopak pfipominaji korynebakterie.
Jsou aerobni nebo fakultativné aerobni, nenarocné a schop-
né rast i pfi vysokych koncentracich soli. Netvofi spory ani
pouzdra, nejsou acidorezistentni, zato jsou pozoruhodné
odolné vuci nizkym teplotam a dokdZou se mnozit i pfi
4 °C. Pri teploté (20-25) °C tvori pohyblivé biciky. L. mo-
nocytogenes je fakultativni intracelularni parazit, schopny
proniknout do hostitelské buriky a mnoZit se v ni. Faktory
virulence jsou proteiny, které umoznuji bakterii Zit
a mnoZit se v hostitelském organismu.

L. monocytogenes je citliva k penicilinu, ampicilinu, van-
comycinu, ciprofloxavinu, lizenolidim, azithromycinu

a kotrimoxazolu. Betalaktamova antibiotika jsou ti¢inna jen
v kombinaci s aminoglykosidy.

Vyskytem L. monocytogenes v mlékarenskych vyrobcich
a moZnostmi jejiho potladeni se zabyvala Svirdkova a kol.
(2008). V mlékéarenské prvovyrobé miZze byt zdrojem kon-
taminace L. monocytogenes syrové mléko, a to zejména
béhem dojeni pfi nedodrZzeni podminek spravné hygienické
praxe. Cilem teoretické studie bylo shrnout poznatky o zak-
ladni charakteristice a vyskytu druhu L. monocytogenes
v souvislosti s jeho zdravotnim rizikem pfi vyrobé
mlékarenskych vyrobki. Studie se také zaméfuje na
hledani prirozenych zptsobt inhibice L. monocytogenes
v mlékéarenskych technologiich.

Béhem mlékarenského zpracovani mize byt rust
L. monocytogenes vyznamné omezen fadou vnéjsich fak-
torti. Jednd se napf. o Setrnou pasteraci, ktera je dostatecna
pro tepelnou inaktivaci L. monocytogenes. Dale, vyssi tlak
oxidu uhli¢itého prodluZzuje lag fazi subletdlné
poskozenych bunék L. monocytogenes. DalSi moZnosti
inaktivace L. monocytogenes v mlékarenskych vyrobcich je
pouziti komer¢nich preparati obsahujicich specifické bak-
teriofagy atakujici listeridlni burnky, které pro spottebitele
nepredstavuji zdravotni riziko, a které nemaji negativni vliv
na funk¢ni a organoleptické vlastnosti findlnich vyrobki
(napf. bakteriofigovy preparat Listex™ P100, O.K. Servis
BioPro, Ceské republika). Autofi konstatuji, Ze vSechna
vysSe zminéna opatfeni jsou uc¢innd pouze za piedpokladu,
Ze vyrobci mlékarenskych vyrobkd dodrzuji ve vsech
fazich vyroby a distribuce vyrobku predepsané postupy.

Purkrtova a kol. (2009) studovaly podminky pro tvorbu
biofilmu u Listeria monocytogenes v modelovém systému za
pouziti mikrotitraénich desti¢ek a nalezeni G¢inného desin-
fekéniho prostfedku k odstranéni biofilmu a inaktivace
mikroorganismu v ném. Sbirkovy kmen Listeria monocyto-
genes CCM 7202 (ATCC 13932) a pramyslovy izolat
Listeria monocytogenes byly porovnany ve svych schopnos-
tech tvorit biofilm. Z testovanych médii a teplot (8, 25, 30
a 37) °C byly jako optimélni pro tvorbu biofilmu vyhodno-
ceny pufrovand peptonova voda obsahujici 0,05 % glukosy
a teplota 30 °C. Na vznikly biofilm byly vyzkouSeny desin-
fekeni pripravky Merades Alco (smés ethanolu a propanolu)
a 50 % etanol. Zadny z testovanych piipravka nebyl schopen
zcela odstranit vznikly biofilm, ale pfi testovani nasledného
rastu po oSetieni desinfektantem, se jako nejucinnéjsi ukaza-
lo 30 minutové ptisobeni prostfedku Merades Alco.

Sledovani fyziologickych a biochemickych vlastnosti
Listeria monocytogenes in vitro provadély Pechacova a kol.
(2010). U izolovanych kmenti uvedeného mikroorganismu
byla zjiStovana schopnost prezivat v riznych podminkach,
simulujicich podminky mlékarenskych technologii
a zazivaciho traktu. Z vysledkt plyne, Ze Listeria monocy-
togenes byla pomérné odolna vici teplotnim podminkam
(2-45)° C, kyselosti prostredi pH (4-9) 1 vysoké koncentraci
NaCl. Ze studie vyplyva, Ze k zajiSténi bezpecnosti
vyrabéného mlécného produktu plyne nutnost dodrzovat
predepsané teploty a vydrZe zahfevu k odstranéni nebezpeci
kontaminace bakterii Listeria monocytogenes.

Vi
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Jaglic a kol. (2010) testovali epidemiologickou pribuznost
pomoci pulzni gelové elektroforézy a za vyuZiti in-vitro
metod na schopnost vytvofit biofilmovou a antimikrobialni
rezistenci geograficky piibuzné izolaty Staphylococcus epi-
dermidis z lidskych pacientd, mlécnych farem (farmari
a syrové kravské mléko) a také mlékaren. Bylo zjiSténo, Ze
izolaty od zemédelcti a dojnic jsou geneticky pribuzné, zatim-
co izolaty od lidskych pacientd byly velmi rozmanité. Rovnéz
byly identifikovany a charakterizovany methicilin-rezistentni
kmeny. Tato studie naznacuje mozny prenos S. epidermidis
mezi skotem a farmari. Neprokazalo se, Ze by mlécné
vyrobky byly vyznamnym zdrojem infekei lidi nebo tvorby
methicilin-rezistentnich kment.

Dalsim sledovanym mikroorganismem vyskytujicim se
v syrovém mléce je Mycoplasma bovis (http://fvl.vfu.cz,
2010). Jsou to nejmensi prokaryotické buiiky trvale postra-
dajici bunécnou sténu, protoZe nemaji schopnost syntetizo-
vat peptidoglykan. Z toho vyplyvd, Ze buriky maji rizny
tvar, od sférické struktury az po vétvend nebo helikalni
vldkna. Na povrchu jsou butiky opatfené flexibilni tro-
jvrstevnou vnéj$i membranou. Baktérie rodu Mycoplasma
se bézné vyskytuji bud ve tvaru kulatych a ovoidnich bunék
pramérné velikosti 0,3-0,8 m, nebo vldken dlouhych néko-
lik az 150 m, nebarvi se metodou podle Grama.
Fylogeneticky se klasifikuji ke grampozitivnim bakteriim,
netvoricim endospory, obvykle jsou nepohyblivé a fakulta-
tivné anaerobni. VétSina druhti je hostitelsky vysoce speci-
ficka, k replikaci nedochdzi v prostiedi mimo hostitele.
Druhy patogenni pro zvifata jsou fazeny do rodu
Mycoplasma a Ureaplasma. Vzhledem k absenci peptido-
glykanu ve sténé jsou prirozené rezistentni k penicilinu
a ostatnim betalaktamim. Velmi dobrou citlivost prokazuji
vuci ucinkiim substanci ze skupin makrolidd, tetracyklind,
aminoglykosidd, pleuromutilini a fluorovanych chinoloni.

Prezivani mikroorganismu Mycoplasma bovis pfi
teplotich -5 °C, -30 °C a -80 °C studovala Vyletélova
(2010). Vyse uvedené teploty byly voleny s ohledem na
stanoveni, které nendsleduje bezprostfedné po odbéru
vzorku. Skladovani pfi vySe uvedenych teplotich bylo
provadéno po dobu 5 tydni. Pfi dvou nizsich teplotach bylo
provadéno stanoveni jednou tydné a byl také sledovan vliv
rozmrazovani a opétného zmrazeni. Pfi tomto zplsobu byl
ubytek poctu kolonii M. bovis vyssi nez pti jednordzovém
rozmrazeni. Teplota -5 °C umoZnila stanoveni nejpozdéji
do 3 dnti po odbéru, pak byl pokles poctu jiz velmi rapidni.
Nejstabiln€ji po dobu 5 tydnd se chovaly vzorky pfi
skladovaci teploté -80 °C (nejmensi ubytek poctu kolonii
Mycoplasma bovis).

Z dalgsich sledovanych skupin mikroorganismi syrového
mléka je mozno uvést napt. rod Enterococcus, kterym se
zabyvala prace Kucerové a kol. (2009). Celkové 33 izolath
rodu Enterococcus (ze syrového mléka s poctem
10°-10° CFUml", z c&erstvych syrd 10-10° CFU ml’
a z polotvrdych syrii 10°-10° CFU g) bylo testovano na
dekarboxylazovou aktivitu s cilem zjistit tvorbu biogennich
amind. Z celkového poctu izolatlh bylo vybrano 8 kment
s nejvyssi dekarboxyldzovou aktivitou, tyto kmeny pak

byly identifikovany a dal§imi specielnimi metodami byla
sledovana produkce biogennich aminti.

Detekce, stanoveni, sanitace

Konsorcium nékolika evropskych spolecnosti, asociaci
a vyzkumnych center (MILCOM a.s., 2009) spole¢né pra-
covalo na projektu 6. rdimcového programu, projektu na-
zvaném PATHOMILK. Predmétem tohoto projektu bylo
vyvinout rychly analyzator pro vice pathogeni pro detekci
vétSiny obecnych pathogeni, které mohou nakazit zvirata
na mléénych farmach. Pfistroj PATHOMILK je netradi¢ni
biosenzor zaloZeny na metodé DNA/RNA - hybridizace
a vyuzivajici k detekci povrchovou plasmonovou rezonan-
ci. Prototyp pristroje, ktery je priabézné testovan, umoznuje
detekci pathogent E. coli a S. aureus za cca 15 minut s li-
mitem detekce 10° - 10> CFU/ml, coZ znamend, e ma
kapacitu k rozeznéani subklinickych piipadii mastitidy.

Klasickymi kultivaénimi metodami stanoveni proteoly-
tickych mikroorganismi a jejich enzymi v mléce se zaby-
vala Némeckova a kol. (2009 a). Testovany byly
jednoduché, levné a v provoznich podminkach dostupné
plotnové metody stanoveni proteolytickych mikroorganis-
mu a jejich enzymu. Porovnany byly pady pro kultivacni
stanoveni proteolytickych mikroorganismi - Calcium
Caseinate agar, Calcium Caseinate agar s pridanym
mlékem a GTK agar s 10 % obj. sterilniho mléka. VSechny
tfi poskytly kvantitativné srovnatelné vysledky, navic pocet
vSech mikroorganismu narostlych na GTK agaru s mlékem
odpovidal celkovému po¢tu mikroorganismii podle CSN
EN ISO 4833. Difuzni agarovd metoda stanoveni proteo-
lytickych enzymu je vhodnd zejména ke studiu vlastnosti
jednotlivych enzymi. Aplikace metody na mléko je limi-
tovana relativné nizkou koncentraci enzymil a rozdilnymi
podminkami jejich aktivity.

Kmenové specifickou detekci Bacillus cereus a Bacillus
licheniformis v syrovém a pasterovaném mléce a jogurtu
béhem zpracovani studovali Banyko a Vyletélova (2009).
Néhodné vybrané izolaty rodu Bacillus byly podrobeny
analyze PCR, kde jeden primer, odvozeny od repetitivni
sekvence elementu BOX, byl pouzit pro druhovou identi-
fikaci s pouzitim fingerprintd (spekter amplifikacnich pro-
dukttr). Izolaty byly rozdéleny do 6 rozdilnych fingerprintd.
Vysledky ukazuji, Ze metoda PCR BOX mapovani je vhod-
na pro charakteristiku populace rodu Bacillus v mlékaren-
ském prostedi. MiiZe byt pouZita k potvrzeni kontaminace
zivotniho prostiedi, ptfipadné prenosu klont kment Bacillus
v prubéhu technologického zpracovani mléka.

Moznosti impedan¢nich metod pro mlékarenskou praxi
studoval Cerny a kol. (2008). Pro stanoveni termoresistent-
nich aerobnich mikroorganismi byla testovana nepiima
impedan¢ni metoda, s pouzitim Tryptone soya broth (TSB)
s 1% suSeného mléka podle doporuceni vyrobce piistroje
RABIT (DWS, UK). Ukazalo se, Ze metoda je vhodna pro
studium vlastnosti jednotlivych cistych kmenli rodu
Bacillus, ale neni vhodna pro stanoveni skupiny termore-
sistentnich aerobnich plynotvornych mikroorganismu
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v syrovém mléce. Stejny kolektiv autord pouzil tuto meto-
du, v aranzma doporuceném vyrobcem pfistroje, pro
stanoveni skupiny psychrotrofnich mikroorganismut
v syrovém mléce. V tomto pfipadé je mozZno uvaZzovat
o vyuZiti této metody v praxi.

Vyvoj a odzkouSeni moderni metody pro simultdnni
detekci rodu Listeria a Listeria monocytogenes popisuje
Blazkova (2007). Stanoveni Listeria monocytogenes
v potravindch normou pfedepsanym zptsobem je Casové
narocna klasicka kultivaéni metoda (cca 5-8) dnd. VCasna
diagnostika je, vzhledem k progresivnimu pribéhu
onemocnéni listeriézou, velmi dilezita, a proto je v posled-
nich letech vyvijen znac¢ny tlak na vyvoj rychlych
screeningovych metod. Béhem uvedené prace se podafilo
pripravit imunochromatograficky test (NALFIA - Nucleic
Acid Lateral Flow ImmunoAssay), ktery dokaZze spolehlivé
urcit pritomnost nukleovych kyselin Listeria monocyto-
genes. Vyvinuty test je spolu se specifickou detekci
L. monocytogenes je schopen odhalit také pritomnost ostat-
nich bakterii z rodu Listeria.

Vyzkumem a zptsoby likvidace biofilmi na kontakt-
nich povrchach technologickych celkti v zemédélské
prvovyrobé i mlékdrenském priimyslu predstavuje prokaza-
telné zdravotni riziko (Vlkova a kol., 2007). Divodem je
skutecnost, Ze vedle zdravotné nevyznamnych mohou
obsahovat i patogenni mikroorganismy, které mohou
sekundarné kontaminovat produkované vyrobky. Ke kvalit-
ni likvidaci biofilmi v potrubnich systémech dojiren
a mlékarenskych zavodt se pouZivaji sanitacni agens (bio-
cidy) pouzivané v téchto systémech a podminkach
v souladu s platnou legislativou EU. Testovani t¢innosti
biocidd je provadéno pomoci standardnich suspenznich
testli. VSechny suspenzni testy prokézaly, Ze mikroorganis-
my v nich pouZité jsou likvidovany snadnéji v modelovych
podminkach laboratofi nez v redlnych podminkéach
prvovyroby nebo potravinarského primyslu.

Enterotoxigenni  kmeny  Staphylococcus
v syrovém mléce predstavuji mozné zdravotni riziko pro
spotiebitele a identifikace takovych kmenti by méla byt
pouzivana jako soucast analyzy rizik mléka a mlécnych
vyrobkd. Hlavnim tcelem této studie bylo zkoumat vyskyt
enterotoxigennich kment S. aureus v syrovém mléce
dodaného ke zpracovani v Ceské republice (Zouharova
a Rysanek, 2008). Studie byla provadéna pomoci vicena-
sobné polymerasové fetézové reakce (PCR) a reverzni
pasivni latexové aglutinace (RPLA). Bylo vySetfeno
440 bazénovych vzorki mléka z 298 mlécnych stad.
Vysledkem studie je podrobnd identifikace nalezenych
stafylokokovych enterotoxind.

Slana a kol. (2008) sledovali Sifeni Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis v individudlnich a bazé-
novych vzorcich syrového mléka detekované prostred-
nictvim IS900 a F57 pomoci real-time kvantitativni PCR
metody. Byl vyvinut systém vyuzivajici PCR v redlném
Case s dvéma pary primert, ktery je specificky pro detekci
uvedeného mikroorganismu. Tato metoda PCR v realném
c¢ase amplifikuje pri kvalitativni analyze vicekopiovy

aureus

vicendsobny element IS900 a jednokopiovy element F57
pti kvantitativni analyze. VySe uvedeny postup je mozno
vyuzit jako rychlé, levné a citlivé detekéni metody pro
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis v syrovém
mléce pro béZzné pouzivani. Na 345 jednotlivych vzorcich
mléka byly porovnavany vysledky vyvinutého metodick-
ého postupu (real time qPCR test) a kultivacni metody.
Jako méné citliva se projevila kultivacni metoda, protoze
cca 1/3 vzorkl byla pozitivni pfi real time qPCR testech,
ale Zadny vzorek mléka nebyl pozitivni pfi kultivaci.

Kontrolu a monitorovani urovné a ucinnosti sanitace
v mlékarenskych provozech feSila Kunova a kol. (2009).
V ramci kontroly trovné a ucinnosti sanitace vyrobnich
celkii byly vybrany nékteré rizikové technologie, kde byly
testovany rizné metody detekce mikroorganismu na
povrSich a odzkouSeny nékteré z tzv. neptfimych rychlych
kontrolnich metod dostupnych na nasem trhu, a to: pfistroj
HY-LITE® na méfeni adenosintrifosfatu (ATP); test
PRO-TECT™ Clean-Trace, Surface Protein Plus, za
pomoci kterého lze detekovat proteiny a redukujici
sacharidy zGstavajici pfi nedokonalém vyciSténi zafizent;
obtiskové testy - Hygicult® TPC na celkové pocty a kon-
taktni misky TSA - Trypton Soya Agar s disinhibitorem,
médium pro stanoveni poc¢tu kolonii po tklidu a dezinfek-
ci; GTK agar a Petrifilm™ Aerobic Count Plates pro
stanoveni celkového po¢tu mikroorganismd.

Metoda bioluminiscence (za pomoci méfeni ATP) se
prokazala jako vysoce citlivi metoda, ktera je rychlym
indikdtorem celkového organického zneciSténi a zahrnuje
taky mikrobidlni kontaminaci, i kdyZ nefikd nic o zas-
toupeni jednotlivych druhll. Autofi konstatuji, Ze rychlé
screeningové metody maji v praxi své opodstatnéni
a poskytuji nékteré vyhody ve srovnani s tradi¢ni kultivacni
metodou a doporucuji vyrobcim je pouzivat v praxi ve
vétsim méfitku.

Prevalenci vybranych bakteridlnich druhéi na povrchu
mlékarenskych zarizeni zjiStovali Kunova a Roubal (2010).
Nejvice zastoupenymi mikroorganismy byly bliZe nespeci-
fikované koaguldza-negativni stafylokoky (28 izolath),
nasledoval Bacillus cereus (25 izolatd), dale pak
Staphylococcus epidermidis (22 izolatt), Staphylococcus
warneri (8 izolatlh), Klebsiella sp. (4 izolaty), po dvou
izolatech Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterobacter  sakazakii a po jednom izolatu
Staphylococcus chromogenes, Pantoea sp., Listeria rnono-
cytogenes, Bacillus firmus a Bacillus laterosporosus.

O feseni projektu s nazvem "Mikrobiologicka rizika
v mlékarenskych vyrobach - detekce a preventivni
opatfeni" informovuje praice Némeckové a kol. (2009 b).
Hlavnimi cili projektu je optimalizovat metody detekce
a stanoveni patogennich mikroorganismu a jejich toxint
(dle Natizeni ¢. 1441/2007 - Salmonella sp., koagula-
zopozitivni stafylokoky, stafylokokové enterotoxiny,
L. monocytogenes, Ent. sakazakii, B. cereus, Enterobacte-
riaceae, E. coli), a dile metody detekce a stanoveni
vybranych technologicky neZadoucich mikroorganismi
(Enterococcus sp., plyn produkujici klostridia, Bacillus sp.,

A11]

MLEKARSKE LISTY é. 125



VEDA, VYZKUM

B. cereus, B. sporothermodurans), zavést NALFIA metody
pro paralelni detekci L. monocytogenes a Listeria sp.
a navrhnout preventivni a ndpravnd opatieni proti vyskytu
a nezddoucim aktivitam vySe zminénych mikroorganismd.
Potieby nastaveni pfistrojii pro instrumentdlni rutinni
stanoveni mikrobiologickych parametrii syrového mléka
vyzaduji vybrat vhodnou matrici vzorku (Peroutkova
a kol., 2010). Tyto vzorky jsou obvykle skladovany pfi
teploté - 40 °C, kdy uz dochazi k poklesu poctu zZivych
mikroorganismi, které jsou pak pod mezi detekce pfi
stanoveni klasickou plotnovou metodou, ale detekovatelné
instrumentalnimi metodami. Prace byla zaméfena na vybér
vhodného kmene a zaroven na vybér vhodného kryopro-
tekéniho média pro vzorky slouZzici na kontrolu pfistroja,
aby bylo zamezeno ziskani rozdilnych vysledkil pfi pouziti
klasickych a instrumentdlnich metod. Na zdkladé
zjisténych vysledkt autofi navrhli jako nejvhodnéjsi sub-
strat tvoreny destilovanou vodou se 4,5 % laktézy v kom-
binaci s kmenem Staphylococcus aureus (CCM 4516).

Zaver

V letech 2008-2010 byla oblast mikrobiologie syrového
kravského mléka v CR zaméfena na:

Monitoring mikrobiologické kvality mléka pod patronaci
Ceské spolecnosti chovateli, a.s.;

Studium skupin patogennich a technologicky nezadou-
cich mikroorganismt, zejména rodt Bacillus, Listeria,
Mycoplasma, Enterococcus, Staphylococcus. Tyto préace
byly provadény vyzkumnymi pracovisti CR ve spolupraci
s vyrobnimi spolec¢nostmi. Byly feSeny problémy spojené
s vyskytem, pomnoZovanim, detekci a stanovenim vyse
uvedenych skupin mikroorganismi a déle také postupy
ucinné desinfekce a sanitace.

Vybér vhodnych mikrobidlnich kmenti kontaminujici
mikrofléry jako vhodnych matric vzorki pro porovnani ref-
erencnich a instrumentalnich mikrobiologickych metod.
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