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Obr 3 Obsahy acetonu v mléce pro jednotlivé tridy reakce
Ketotestu v mléce.

Obr 4 Vztah mezi vysledky uréeni ketond ve vybrané stdji
metodou MIR-FT (Foss 6000 FT).
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pomoci kalibrované infraervené spektroskopie na principu
MIR-FT provedl rovnéZz Hansen (1999), ktery zjistil
u vzorku kolisajicich od 0 do 2,8 mM acetonu a pfi koefi-
cientu determinace 0,81 a spravnosti 0,27 mM uspokojivou
presnost pro klasifikaci dojnic do dvou skupin, zdrava
a pravdépodobné ketézni. Podobné Heuer a kol. (2001),
zde byl zjistén treshold (prah) pro subklinickou ket6zu
v hodnoté od 0,4 do 1,0 mM.

V naméitkové vybrané stdji, v individudlnich vzorcich
mléka, byla stanovena koncentrace ketonti (A aceton, BHB
betahydroxybutyrat) v log jednotkach na zafizeni Foss 6000
FT technologii MIR-FT, bez referen¢nich vysledkil, na stava-
jicich hladinich kalibrace. Na Obr. 4 je vysledek linedrni
regrese mezi hodnotami log A a log BHB. Byl zjistén vysoky
a také vysoce vyznamny korelacni koeficient 0,893
(P < 0,001) pro 224 parovych méfeni vzorkt mléka (krav).
Hodnota ukazuje, Ze 79,8 % variability v BHB je vysvétlitel-
nych variabilitou v A. Uvedené potvrzuje logicky fakt, Ze se
vzristajici ketézou u dojnic vzristaji soubézné koncentrace
vSech ketont v t€lnich tekutinach. Vysledek vSak nevypovida
o vztahu k referencni metod€. Ten je teprve proveérovan. Také
nelze usuzovat na prakticky pouZzitelné identifikacni limity
pro ketézu nebo vztahy téchto hodnot k pfipadnym limitam.
Vysledek je zatim pouze informaci o trendech ketonl
v provéfovaném souboru dojnic.

Shrnuti a zaveér

Relativni variabilita individudlnich rozdilt pfi kalibraci
(MIR i MIR-FT) pro majoritni slozky mléka jako tuk,
bilkoviny a laktézu dohromady a minoritni slozky jako
mocovinu, kyselinu citronovou a obsah volnych mastnych
kyselin (VMK) byla odhadnuta na 1,00 a 6,12 %, 7,20
a 34,40 %. Metody nepfimého stanoveni minoritnich
sloZzek mléka (MIR-FT, pfipadné MIR) byly pak oznaceny
za vhodné screeningové postupy pro ucely monitoringu
zdravotniho stavu krav, v¢etné stanoveni VMK.

Ackoliv je mléko, jako multikomponentni systém, velmi
naro¢né na simultdnni nepfimou analyzu slozek (zejména
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z hlediska konstrukce metody a provedeni relevantnich kali-
braci), také pro cetné mozné interferencni efekty mlécné
matrice (pfedevsim z hlediska eliminace interference a tzv.
"ocisténi" signdlu), 1ze v soucasné dobé velmi dobie docilit
vérohodnych vysledkti majoritnich sloZek mléka. Slibné
(vérohodné a prakticky interpretovatelné) vysledky vsak
mohou zajistit i nékteré systémy infraanalyzy, predevsim
MIR-FT, také u vybranych, prakticky dulezitych slozZek
minoritnich jako moc¢ovina, Kyselina citronovd, volné mast-
né kyseliny nebo popfipade ketony.

PouZitd literatura je dostupnd u autori prispévku.

Prispévek byl podporovdn prostredky vzdéldavaciho pro-
jektu MSMT-CZ.1.07/2.3.00/09.0081 a aktivitami Ndrodni
referencni laboratore pro syrové mléko Rapotin.
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Biofilms and hygiene in milk processing plants

Abstrakt

Jednim z nejcastéjSich problému, se kterym se mlékari
potykaji, je problém tvorby biofilmi na povrchu techno-
logickych zafizeni. V rdmci feSeni vyzkumniho projektu
MSMT 2B08074 a zaméru 2672286101 byla vypracovéna
certifikovand metodika 2010/5365/SVS pod nazvem
Detekce a urceni kritickych mist vyskytu biofilm v mlé-
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karenskych provozech, kterd se zabyva problematikou
vyskytu biofilmti, metodami hodnoceni hygieny a Cistoty
vyrobnich zafizeni a prostor mlékarenskych zavodu.
Metodika poskytuje souhrn nejdilezitéjSich postupt a zpu-
sobt kontroly ¢i samokontroly vyrobct, kterymi je mozZné
uskuteciovat hygienicky monitoring a prehled kritickych
mist v technologii jednotlivych provozi. Diraz je kladen
na komplexnost pristupu k problematice, ktera je nezbytna
pro udspéSnou eliminaci rizik spojenych s vyskytem
biofilma.

Klicova slova: biofilmy, hygiena mlékarenskych
provozi, sanitace, certifikovana metodika

Abstract

One of the most common problems which face the dairy-
man is the problem of biofilms on the surface of techno-
logical equipment. The outcome of the research project No.
2B08074 and No. 2672286101 of Ministry of education,
youth and health is the certified methodology called
Detection and identification of critical points of biofilm
formation in milk processing plants. This methodology
deals with the occurrence of biofilms and evaluation methods
of hygiene and cleanliness of manufacturing equipment in
dairy plant environment. The methodology provides a sum-
mary of important procedures and methods of control or
self-control of manufacturers, trough which one can make
hygienic monitoring. There is also a review of critical
points in the dairy technology and operations. Emphasis is
placed on the approach to complexity which is necessary
for the successful elimination of risks associated with the
occurrence of biofilms.

Uvod

Vzhledem k obecnému vyskytu riznych typu bakterii
v potravinafskych provozech jsou biofilmy vaZnym pro-
blémem celého potravinarského primyslu. Mlékarenské
zavody se i pfes dobrou sanitaci potykaji s rekontaminaci
v priubéhu technologického zpracovani mléka, ¢imz muze
byt ohrozena hygienickd nezdvadnost a zdravotni
bezpecnost vyrobkl nebo mize dochazet k jejich znehod-
noceni zménami senzorickych vlastnosti (tvorba plynu,
ztekuceni, chufové vady, tvorba toxini a neZadoucich
metabolitt, aj.). Tyto loziskové zdroje rekontaminace
mohou byt zpisobeny pfitomnosti biofilmi v technolog-
ickém zafizeni. Vznik biofilmu je pfirozeny jev, ktery
probiha vsude tam, kde jsou mikroorganismy a kontaktni
povrchy (Schlegelova a kol., 2003). Laznickova a Laznicka
(2007) uvadéji, Ze pro mikroby v prirode je forma existence
v biofilmovych strukturdch naprosto pfirozena, vytvareji
zpusob Zivota (pfedznamenani tkani vysSich organismil).
Hlavnimi faktory, které urcuji schopnost mikroorganismi
tvofit biofilmy jsou jejich povrchové struktury, jako jsou
biciky, fimbrie a slozeni lipopolysacharidové vnéj$i mem-
brany gramnegativnich bakterii, které jsou geneticky

kodované. Je znamo, Ze vlastnosti bakterii rostoucich ve
formé biofilmii mohou byt vyrazné odlisné od vlastnosti
stejnych bakterii rostoucich v planktonické formé
(Costerton a kol., 1995), coz z hlediska bezpecnosti
potravin predstavuje zdvazny problém. Rychlou detekci
biofilml je moZné minimalizovat zdravotni rizika, ale také
finan¢ni ztraty podnikil v disledku pozastavené nevyhovu-
jici vyroby.

Certifikovana metodika

Jednim z vystupu Cctyfletého vyzkumného projektu
MSMT 2B08074 pod nézvem Metody hodnoceni trovné
hygieny a ucinnosti sanitace vyrobnich zafizeni
a prostiedi mlékaren, postupy detekce a eliminace perzis-
tentnich kment jako nastroje kontroly zpracovani mléka
na kvalitni a bezpecné potraviny, je certifikovand metodi-
ka 2010/5365/SVS. Metodika shrnuje dulezité postupy
kontroly zpracovani mléka a poukazuje na kritickd mista
jednotlivych technologii, kterda prfedstavuji potencidlni
riziko pro vyrobu nezdvadnych potravin. Metodika je
pomuckou pro mlékarny a kontrolni organy a méla by
slouzit k zajisténi vyroby kvalitnéjSich a konkurence-
schopnych mlécnych vyrobki. Uplatnitelnd je zejména
v provozech, jako jsou syrarny, maslarny a vyrobny pas-
terovaného, UHT, fermentovaného, suSeného a zahuste-
ného mléka.

Popis metodiky

K cilenému odbéru stérit biofilmd byly navrzeny
zdrsnéné odbérové Skrabky - vysterilované stérovky
z plastu a natacek typu suchy zip. Cilem bylo ziskat drsnou
plochu pro seskrab biofilmti nejenom z povrchovych
vrstev. Odbér stéri je vhodné provést do dvou hodin od
ukonceni pravidelné sanitace v provozech. Kromé stano-
veni celkového pocétu mikroorganismti je vhodné se
zaméfit na vybrané rody, resp. druhy bakterii, které se
vyznacuji afinitou k tvorbé biofilmu, a to napf. Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli, Crono-
bacter (Enterobacter) sakazakii, koaguldza-pozitivni
1 negativni stafylokoky, bakterie z rodu Pseudomonas, pti-
padné dalsi.

Vhodnou dopliikovou metodou k mikrobiologickému
rozboru stéri je stanoveni mnozstvi adenosintrifosfatu
(ATP, metoda bioluminiscence), kdy prostfednictvim
méfeni ATP je mozné pfistrojem detekovat pritomnost
organickych necistot (zbytkd potravin) a zaroven mikro-
biologickou kontaminaci. Z dalSich doplitkovych metod je
mozné stanoveni pfitomnosti zbytkovych proteini
a redukujicich sacharidt, zistavajicich pii nedokonalém
vyCiSténi zatfizeni. Tyto dopliikové metody je vyhodné
pouZzit v ptipadé potieby ziskani rychlé informace o aktudl-
nim stavu hygieny provozu, zda ciSténi bylo dostatecné
efektivni ¢i nikoliv. Vyhodami jsou pfedevSim snadné
pouZiti, nezavislost na zkuSenostech persondlu a rychla
reprodukovatelnost vysledkti. Zvlast¢ vhodné jsou tyto
metody pro samokontrolu vyrobct.

XX
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Rizikové technologie se nachédzeji v mistech s vyssi
tvrdosti vody (> 14 °d). Doporucujeme monitorovani
tvrdosti vody a pfi zvySené tvrdosti po ukonceni sanitace
zatadit cyklus cisténi kyselinou citrénovou (2% roztok
o teploté 55 °C, po dobu 30 minut).

DilleZitou soucasti monitoringu hygieny prostiedi je
i mikrobidlni kontrola ovzdusi v jednotlivych provozech.
Podle CSN ISO normy 14698-1,2: 2004 je moZné provadét
monitoring ovzdusi pasivni metodou (tj. spady na Petriho
misky), nebo aktivni metodou. Aktivni metody vyuZzivaji
vzorkovace, kdy presné definovany objem vzduchu je
nasavan do odbérové hlavice a nasledné usmériiovan na
Petriho misku obsahujici agar. Pasivni metoda monitoringu
dava lepsi obraz toho, co se déje na kritickych povrsich,
zatimco pomoci aeroskopu (aktivni aspirace vzduchu) sle-
dujeme mikrobidlni obsah v ovzdusi (Pitzura, 2001). Vybér
konkrétni metody a zatizeni bude tedy zaviset na ucelu, pro
ktery se vzorek odebira. Sledovat je potfebné celkové pocty
mikroorganismil a pocet kvasinek a plisni (CSN EN ISO
4833, CSN ISO 6611). Tyto dvé metody zachycuji
nejbéznéjsi mikrobidlni kontaminanty vzduchu, kterymi
jsou sporulujici mikroorganismy, mikrokoky, kvasinky
a plisné. Je obecné znamo, Ze nejvic zastoupenymi bak-
teriemi v ovzduSi ve vnitfnich prostorach jsou bakterie
z rodu Staphylococcus, Micrococcus (Bonetta a kol., 2010,
Maroni a kol., 1993) a z rodu Bacillus (Utescher a kol.,
2007). Co se tyce zastoupeni plisni, nejcastéji jsou
v ovzdusi pfitomny vlaknité houby z rodu Penicillium,
Aspergillus a Cladosporium (Nevalainen a Seuri, 2005,
Utescher a kol., 2007).

Vyznamnou soucasti certifikované metodiky jsou stan-
dardni operacni postupy na izolaci a identifikaci jiZ
zminénych druhi mikroorganismi, které maji vyssi afinitu
k tvorbé biofilmi, jsou Casto izolovany z biofilmovych struk-
tur a soucasné jsou zahrnovany mezi potravinaisky rizikové
(z hygienického nebo technologického hlediska). Na zakladé
ISO norem, dostupné literatury a vlastnich poznatkti byly
optimalizovany a zavedeny protokoly pro druhovou identi-
fikaci cilovych mikroorganismu. Identifikace mikroorganis-
mi je zaloZena na fenotypovych metodach (kultivacni
vlastnosti, biochemické profily, serotypizace, identifikacni

Obr 1 Prevalence jednotlivych druhd mikroorganismd
ve stérech
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LM - Listeria monocytogenes, Pant.- rod Pantoea, ES - Enterobacter (Cronobacter)
sakazakii, Kleb. - rod Klebsiela, SWA - Staphylococcus warneri, SCH - Staphylococcus
chromogenes, EC - Escherichia coli, KONS - koaguldza-negativni stafylokoky,

SEP - Staphylococcus epidermidis, SAU - Staphylococcus aureus, BF - Bacillus firmus,
BL - Bacillus laterosporosus, BC - Bacillus cereus

antimikrobidlni rezistence apod.) a také na genotypovych
metodiach (PCR identifikace druhové specifickych geni
véetné vybranych gend virulence).

Zvysené riziko tvorby biofilmi je u mikroorganismd,
které tvori tzv. extracelularni polysacharidové substance
(EPS). Jako orienta¢ni metoda pro sledovani tvorby EPS
muZe poslouzit kultivaéni metoda na agarové pudé s kongo
cerveni.

Prevalence vybranych bakteridlnich druhii
v biofilmech

V pribéhu feseni vyse uvedeného vyzkumného projektu
bylo odebrano 90 stéri z povrchil technologickych zarizeni
riznych mlékarenskych provozii a byly nasledné podrobe-
ny mikrobiologickému rozboru. Ve stérech byla sledovana
pritomnost nasledovnych bakteridlnich druhti resp. rodu:
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Cronobacter (Enterobacter)
sakazakii, koaguldza-pozitivni i negativni stafylokoky
a bakterie rodu Klebsiela.

Informace tykajici se pouZitého materidlu a metodik jsou
podrobné uvadény v predchazejicich publikacich (Kunova
a kol., 2009 a 2010).

Tab. 1 Rozdéleni miékarenskych provozii dle technologii a doporu¢ena odbérova mista stéri k detekci biofilmdi

a doporucend cilena detekce mikroorganismd (MO)

Provoz doporucena odhérova mista

sterd k detekci biofilmi

doporuéena cilena detekce nasledovnych MO

Syrarny zasobni tanky, ventily, vypusté, ohfivac
miéka, vyrobniky, lisovaci vany,
predlisovaci vany - perfory, solné ldzné,
noZe na porcovani syrii

Maslarny zasobni tank na smetanu, zmaselriovac,

tésnéni, ventily
cisterny, vyrovndvaci nadrze, zasobni

tanky na mléko, pastér, aseptické tanky,
plnici hlavy

odparka, standardizacni tanky, ventily,
rozprasovaci tryska, vibracni Zlaby

na dosouseni aglomerovaného prasku
standardizacni tank, homogenizator,
vydrznik, ventily, ¢erpadla plnici hlavy

Vyroba pasterovaného
a UHT mléka

Vlyroba zahusténého
a suseného miéka

Vlyroba fermentovanych
vyrobki

stanoveni pritomnosti bakterioféga, heterofermentativni laktobacily, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, kvasinky, koaguldza-pozitivni stafylokoky, sporulujici MO
(rod Clostridium, rod Bacillus)

Celed Enterobacteriaceae, Escherichia coli, rod Pseudomonas, koagulaza-pozitivni stafylokoky

Celed Enterobacteriaceae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, kvasinky, rod Pseudomonas

Cronobacter (Enterobacter) sakazakii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Celed
Enterobacteriaceae

stanoveni bakteriofdgové kontaminace, Bacillus cereus, kvasinky, plisné, celed
Enterobacteriaceae
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Vysledky

Vysledky tykajici se jejich prevalence v odebranych
stérech jsou zndzornény graficky (graf 1). Nejvice zastou-
penymi byly rody Staphylococcus sp. a Bacillus sp. Druh
Bacillus cereus byl zachycen zejména na vyrobné tvarohd,
ale také v solnich laznich, nebo na vyrobné sterilovanych
vyrobkt. Stafylokoky byly nejcastéji izolovany ze stérd
pochazejicich z prostfedi syrarny (lisovaci tvofitka, por-
covna a balicka syrt, solné lazn¢), ale také z prostredi
maslarny, ¢i UHT provozu.

Podrobnéjsi vysledky, samotnd metodika a seznam lite-
ratury jsou k dispozici u autorti.
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SLEDOVANI REZISTENCE KMENU
BIFIDOBAKTERII VUCI
MODELOVYM PODMINKAM
ZAZIVACIHO TRAKTU

Kejmarova M., Drbohlav J., Salakovd A., Kunova G.,
Peroutkova J.
Vyzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o.

Monitoring of selected Bifidobacterium
strains resistance to the model conditions
of intestinal tract

Abstrakt

Cilem prace bylo testovat odolnost vybranych kment
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium species, Bifidobacterium dentium
ze Sbirky mlékarskych mikroorganismti Laktoflora®
a zkoumat jejich chovani v simulovanych podminkach
zazivaciho traktu. Tak jako v predeslych dvou letech, byl
opét sledovan vliv nizkého pH, Zalude¢ni Stavy - pepsinu,
pankreatické $tav - pankreatinu a zlu€ovych soli na pocty
sledovanych bakterii. Vysledky ukazuji, Ze testované
kmeny jsou vétSinou odolné vici uvedenym inhibitorim.
Sledované bakterie prezivaji simulované podminky
traviciho traktu v dostate¢ném mnozstvi a jsou vhodné pro
dalsi vyuZiti a rozsifeni spektra vyuZzivanych bifidobakterii
v probiotickych potravinach.

Klicova slova: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifi-
dobacterium longum, Bifidobacterium species, Bifidobacte-
rium dentium, pepsin, pankreatin, Zlu¢ové soli, hydrofobicita

Abstract

The evoluation of resistance of selected Bifidobacterium
strains, concretely Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium species, Bifido-
bacterium dentium was the aim of this work. The strains
originated from Collection of Dairy Microorganisms
Laktoflora®. The ability to survive in conditions of intestinal
tract as well as in the last two years was observed. It was
tested influence of low pH, gastric enzyme pepsin, pancrea-
tic juice pankreatin and bile salt in relation to density of bac-
teria. The results show, that tested strains have good resis-
tance to inhibitors mentioned above. Tested bifidobacteria
survived conditions of intestinal tract in high and sufficient
density and therefore they are suitable for next usage and
widening of spectrum of bifidobacteria in probiotic food.

Key words: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifi-
dobacterium  longum,  Bifidobacterium  species,
Bifidobacteriu dentium, pepsin, pancreatin, bile salts,
hydrophobicity

Uvod

V nasi dalsi praci pro rok 2011 jsme se opét zaméfili na
sledovani rezistence vybranych kment, a to bifidobakterii,
ze Sbirky mlékarskych mikroorganisma Laktoflora®, ktera
je soucasti Ceského genofondu mikroorganismti a malych
zivocichu a rostlin podle zakona ¢. 252/1997 Sb. ve znéni
pozd€jSich predpisti, v simulovanych podminkach
zazivaciho traktu clovéka. Bifidobakterie patii ke znaAmym
a vyznamnym probiotickym mikroorganismim. Pro
vyzkum jsme zvolili 5 kment Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, 4 kmeny Bifidobacterium longum, 5 kment
Bifidobacterium species a 1 kmen Bifidobacterium den-
tium. Tak jako v minulém roce, tak i letos, jsme sledovali
rezistenci vici nizkému pH, Zluéi a ZluCovym solim,
zaludecni $tavé a pepsinu, pankreatické $tavé podle stejné,
jiz uvedené metodiky v r. 2009 a 2010. Dalsim naSim
zamérem bylo otestovat moZnosti stanoveni dalSi probio-
tické vlastnosti - hydrofobicity. Urceni hydrofobicity dava
moznost oveéfeni schopnosti bakterii vdzat se na bunky
stfevni sliznice a tim zpiisobem napomahat obrannému sys-
tému hostitele v ochrané proti strevnim infekcim.

V roce 2010 se zabyvali studiem probiotickych vlastnosti:

Qingging Li a. kol. (2010) - zkoumali rezistenci vuci
nizkému pH a Zluci u Bifidobacterium animalis subsp. lac-
tis Qg08. Kmen vykazal 84 % rezistenci vuci pH 2 po
4 hodinach inkubace a 90 % rezistenci vici zluci. Déle zjis-
tili, Ze tento kmen je aerotolerantni a byl zafazen mezi
komer¢ni probiotické kmeny.

Li Jia e kol. (2010) hodnotili Bifidobacterium bifidum,
B. infantis, B. longum, B. adolescentis s ohledem na jejich
citlivost vi¢éi nizkému pH Zzaludku (3,0 - 3,5 pH)
a zluCovym solim (o koncentraci 0,15 a 0,60 %). Jejich
citlivost, Zivotaschopnost vyjadrili hodnotou log CFU/ ml.
Prvni 3 kmeny vykazaly vysokou Zivotaschopnost buné¢k
pri pH 3,5 (5,5 log CFU/ ml za 5 hodin) a pfi koncentraci
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