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Tab. IV Stanoveni BMK po skladovéani 18 dnii | 4 °C
(odbér mléka zacdtek laktace, farma Il.)

Lakto-
bacily*

Mlééné
streptokoky

Zpasob Oznaceni

Y jogur-  Ent.

dojeni tovych faecium*

a laktokoky* bakterii*

rugni CCDM 1 1,7 x107

CCDM 17 1,9x 107 - -

CCDM 176 |  4,0x10° 2,8x107 | 4,3x10°

CCDM 144 6,9 x 10° - - -

CCDM 922 - - 5,6 x 10

CCDM 154 - 1,6 x 10° -
strojni CCDM 1 1,3x 10 -

ccomi17 | 9,8x10° - -

ccoM 176 | 1,2x10° 9,1x107 | 2,1x10°

CCDM 144 2,1 x 10 - - -

CCDM 922 - - 3,6 x 107

CCDM 154 1,2x10° -
*KTJ/1 ml

binaci s mezofilni kulturou CCDM 17 by mohl tvofit novou
smésnou kulturu pro napoj z ovéiho mléka. Velmi dobre byl
hodnocen kmen CCDM 154, u kterého nebyly zjiStény
74dné senzorické vady.

Zadna kultura nedava odlisné vysledky u mléka
ziskaného ru¢nim nebo strojnim dojenim. Denzita BMK po
fermentaci (Tabulka IIT) byla minimdlné 10’ KTJ /1ml,
u jogurtové kultury az 10® KTJ /1ml, takto by byla splnéna
vyhlaska 370/2008 Sb. o zastoupeni Zivych mikroorganis-
mu v kysanych mléénych vyrobcich.

V prubéhu skladovani nedoslo k vyraznému poklesu
po¢tu BMK (Tabulka IV).

Zaver

Z vysledkt hodnoceni ovciho mléka jako technologické
suroviny pro zpracovani na fermentované vyrobky a cer-
stvé syry vyplyva, Ze ov¢i mléko je velmi dobrou surovinou
(vysoka susina a obsah vapniku). Pfi vybéru vhodnych kul-
tur BMK je zapotiebi volit cilené kmeny ne s tvorbou
diacetylu, ale naopak s tvorbou EPS. Tak bude mozné vyro-
bit kvalitni fermentovany vyrobek bez pridavku aditiv.

Ov¢i mléko mé velmi dobrou syfitelnost a velmi kvalitni
a tuhou syfeninu (vysoky obsah vapniku a bilkovin), bude
tak zarucena velmi dobra vytézZnost pii vyrobé syra.

Fermentaci ov¢iho mléka se zvySuje jeho nutri¢ni hod-
nota. BMK optimalizuji traveni a imunomodulaci, potlacu-
ji rast nezadoucich klostridii redukujicich sulfidy a tak
metabolismus sniZenim celkového cholesterolu a LDL cho-
lesterolu a soucasné zvySuji hladinu HDL cholesterolu.
BMK potlacuji metabolicky stres, maji pozitivni vliv na
¢innost jater. Fermentované vyrobky maji nizsi obsah lak-
tézy a jsou tak vhodnéjSi pro konzumenty s intolerancni
vuci laktoze.
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Application of flow cytometry to monitor
the impact of deep freezing damage
to microbial cells

Abstrakt

Cilem prace bylo porovnat vysledky klasické plotnové
metody s metodou pritokové cytometrie pro stanoveni
obsahu zivych bunék probiotickych kment bifidobakterii
a laktobacild dlouhodobé skladovanych pfi -70 °C. V pfi-
padé sledovanych kment bifidobakterii byla dosaZena
vysoka hodnota korelace mezi metodou prutokové cytome-
trie vyuzivajici BacLight™ RedoxSensor™ Green Vitality
kit a plotnovou metodou. V pfipadé laktobacili byla
pozorovana vyssi variabilita vysledkt souvisejici s vlast-
nostmi testovaného kmene.

Abstract

The aim of this work was compare the results of classic
plate method with the flow cytometry method for determina-
tion of viable cells of probiotic strains of bifidobacteria and
lactobacilli stored long term at -70 °C. In case of monitoring
bifidobacterium strains was reached the high level of corre-
lation between flow cytometry method using BacLight
TMRedoxSensor™ Green Vitality kit and plate method.
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Higher variability of results was observed for lactobacilli
associated with the properties of the strain tested.

Uvod

Zmrazovani se Casto pouziva pro dlouhodobou tchovu
bakterii mlécného kvaseni, ale zaroven vytvari stresujici pod-
minky casto ovliviiujici Zivotaschopnost bunék a nékteré
technologické vlastnosti kmend (Rault a kol., 2007).
Oxida¢né-reduk¢ni aktivita bakterii poskytuje dulezitou
informaci o zdravotnim stavu mikrobidlni buriky. Oxidasy
areduktasy se podili na fadé diileZitych funkci a proto méfeni
aktivity reduktdz mtze byt citlivym indikdtorem zmén ve
zdravotnim stavu bunék zpisobenych vnéjsimi stimuly jako
je pusobeni antibiotik nebo zména kultivaénich podminek.
Presné stanoveni poctu bakterii ve vzorku je dulezity aspekt
mnoha experimentd v mikrobiologii a biotechnologii.
Klasickd metoda stanoveni poétu na agarovych médiich je
zdlouhava, pracna, zatizena znacnou chybou a neumoZziuje
stanovit nekteré druhy bakterii (Zivé, nekultivovatelné -
VNC). Naproti tomu metoda pritokové cytometrie umoZziuje
analyzovat 100.000 i vice bunék za méné neZ jednu minutu
a pritom zkoumat biochemické a fyzikalni vlastnosti kazdé
z analyzovanych bunék. V této praci jsme se zaméfili na sle-
dovéani vlivu dlouhodobého zmrazeni mikrobidlnich bun¢k
pfi -70 °C na obsah Zivych bunék stanoveny pomoci pri-
tokové cytometrie s vyuzitim méfeni oxidacné-redukéniho
potencidlu a klasickou plotnovou metodou.

Material a metody

Bakteridlni kmeny a podminky ristu.

Pro testovani byly pouZity probiotické kmeny bifidobak-
terii CCDM 369, 373, 481, 486, 492, 495, 498 a 501 a lak-
tobacilit CCDM 214, 215, 216 a 233. Kultury pouZité pro
testovani byly obnoveny z hluboko zmrazenych kultur
skladovanych pii -70 °C v MRSC bujénu s 15 % glycerolu
(vysledna koncentrace) a 0,05 % L-cystein HCI (MRSC-C).
Kryozkumavky (2 ml) s mraZenou kulturou urcenou
k obnové byly vyjmuty z mrazicitho boxu, pfeneseny do
ockovaciho boxu, kde byly Setrné rozmrazeny pii pokojové
teploté¢ (30 minut stani). Poté bylo 9 ml sterilntho média
MRSC s 0,05 % L-cystein HCl (MRSC-C) zaockovano
10 % (obj.) rozmrazené kultury a kultivovano 20-48 hodin
pii 37 °C. V pripadé bifidobakterii byly obnovené kultury
nésledné znovu zao¢kovany do MRSC-C bujénu (inokulum
1-2 %) a kultivovany pii 37 °C do narGstu kultury
(16 - 36 hod). Aktivni kultura byla smichdna s kryopro-
tekénim médiem MRSC-C +20 % glycerolu (85 %) a roz-
plnéna po 1,55 ml do 2 ml hnédych kryozkumavek (Axygen
Scientific, Union City, USA). V pripad¢ laktobacilia byly
jednotlivé kmeny soubézné kultivovany v MRS bujénu
s ruznymi sacharidy (celobiosa, glukosa, sacharosa a tre-
halosa). Vysledna koncentrace sacharidu v MRS bujonu
byla 1 % (m/v). Po druhém preockovani byla aktivni kultura
smichéna s kryoprotekénim médiem (identické sloZeni jako
kultivacni bujon + 20 % glycerolu (85 %) + 0,05 % L-cys-

tein HCI) ve stejném poméru jako v piipadé bifidobakterii.
Po 60 minutach stani pfi pokojové teploté byly kryozku-
mavky uloZeny a skladovéany pii -70 °C do pouZiti.

Priprava vzorku pred pocitinim FC a plotnovou
metodou

Kryozkumavky s testovanou mraZenou kulturou byly po
uréené dobé skladovani vyjmuty z mrazicitho boxu a po
30 minutich stani pifi pokojové teploté byly desetkrat
natfedény fyziologickym roztokem. Po rozmichani byly ste-
rilné odebrany 3 ml vzorku na stanoveni poctl pritokovou
cytometrii a zbytek byl déle desitkové fedén fyziologickym
roztokem na potfebnad fedéni a ockovan prelivem na pfi-
slusny agar. Vzorek uréeny pro pratokovou cytometrii byl
déle desitkové fedén PBS7P pufrem na koncentraci pfib-
lizng 10°-10° JTK (jednotek tvoficich kolonie)/ml vzorku.
Veskeré pouzivané fedici roztoky pro pritokovou cytometrii
byly pfipravovany z 18 MQ vody a filtrovany pfes mem-
branové filtry s velikosti porti maximalné 0,22 pm.

Stanoveni poctu mikrobidlnich bunéek plotnovou
metodou

Pocty bifidobakterii byly stanoveny po 72 hodinach
anaerobni kultivace pfi 37 °C na ARC agaru (RCM agar
CMO0151, Oxoid, pH pred sterilaci upraveno na 7,1) s pfi-
davkem 0,05 % L-cystein HCl a 0,03 % aniline blue
(Sigma- Aldrich, Praha, CR). Pocty laktobacilt byly
stanoveny na MRS agaru (Merck 1.10660, Darmstadt,
Némecko) s pfidavkem 0,05 % L-cystein HCI po 72 hodi-
nach kultivace pfi 37 °C v anerobnim prostredi.

Stanoveni poctu Zivych bunék metodou priitokové
cytometrie s vyuzitim BacLight™ RedoxSensor™
Green Vitality kitu metodou pritokové cytometrie

Pro méteni aktivity reduktdz byl pouZit kit B34954 od
firmy Invitrogen, ktery je zaloZen na ¢inidle RedoxSensor™
Green reagent, které snadno penetruje grampositivni i gram-
negativni mikroorganismy a béhem 10 minut zpisobuje
v zivych bunkach produkci stabilni zelené fluorescence
rizné intenzity podle pouzitého kmene. Mrtvé butiky
mohou byt odliSeny barvenim propidium jodidem. Vzorky
s koncentraci bungk pfiblizng 10>-10° JTK/ml byly obarve-
ny podle doporuceni vyrobce pro grampositivni mikroor-
ganismy (B34954, Invitrogen Corp., Carlsbad, USA). Po
obarveni a promichani vzorka byly vzorky pred méfenim
inkubovany po dobu minimélné 15 minut ve tmé pti 37 °C.
Pocet Zivych bunék byl odecten z grafu ziskaného vyne-
senim intenzity zelené fluorescence na kandle FL1 proti
intenzité cervené fluorescence na kanale FL3.

Analyza vzorku pomoci prutokové cytometrie
a stanoveni korelace mezi vysledky ziskanymi
priitokovou cytometrii a plotnovou metodou

Analyza vzorki probihala podle postupu identického
s postupem popsanym Vv aktivité¢ A06/09. Pro vypocet kore-
lacnich koeficienti byl vyuzit program Excel 2003
(Microsoft Corp., Remont, USA).
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Obr 1 Porovnani vysledki plotnové metody a FC pro
hlubokomraZené vzorky bifidobakterii skladované
6 a 12 mésicu pfi -70°C
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Vysledky a diskuse

Dosazené vysledky jsou uvedeny na obr. 1-5. Obsah
zivych bunék stanoveny pritokovou cytometrii s vyuzitim
kitu BacLight™ RedoxSensor™ Green Vitality byl
porovnavan s vysledky ziskanymi plotnovou metodou
u 8 riznych kmenua bifidobakterii po 6 a 12 mésicich
a u 4 kmenu laktobacilti po 12 mésicich skladovani pfi -
70 °C. V pripadé bunék bifidobakterii stresovanych

Obr 2 Porovnani vysledki plotnové metody a FC pro
hlubokomrazené vzorky Lbc. gasseri CCDM 214
skladované 12 mésict pfi -70 °C

mraZzenim byla zjiSténa vyrazna korelace mezi stanovenim
obsahu Zivych bunék pritokovou cytometrii a plotnovou
metodou (obr. 1). V pripadé laktobacilti byla pozorovana
rizné vysoka hodnota korelace mezi vysledky ziskanymi
pratokovou cytometrii a plotnovou metodou pro jednotlivé
kmeny (obr. 2-5). V ptipadé kment Lbc. gasseri CCDM
215 byly pocty zivych bunék zjisténé pomoci pritokové
cytometrie vyrazné vysSi, neZ pomoci plotnové metody,
zatimco u kmene Lbc. rhamnosus CCDM 233 to bylo obra-
cené. Domnivame se, Ze pozorované rozdily jsou zpusobe-
ny v prvém piipadé€ tim, Ze pouzité médium (MRS agar)
neposkytovalo optimalni podminky pro rast Lbc. gasseri
CCDM 215. V pripadé kmene Lbc. rhamnosus CCDM 233
se jedna o silné agregujici kulturu, coZ mohlo vést k tomu,
Ze pri pocitani bunék pritokovou cytometrii doslo k pod-
cenéni skuteéného poctu bunék v disledku pocitani
agregiti jako jedné bunky. Rozdily mezi stanovenim
obsahu zivych bun¢k metodou pritokové cytometrie a plot-
novou metodou pozorované u nékterych kmentt mohou byt
rovnéz zpusobeny velkou populaci Zivych, metabolicky
aktivnich, ale nekultivovatelnych bunék. Tyto buiiky se za
pfihodnych podminek mohou vritit do fyziologicky
aktivniho stavu (Kaprelyants a spol., 1996).

Obr 4 Porovnani vysledki plotnové metody a FC pro
hlubokomrazené vzorky Lbc. gasseri CCDM 215
skladované 12 mésict pfi -70 °C
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Obr 3 Porovnani vysledki plotnové metody a FC pro
hlubokomrazené vzorky Lbc. salivarius CCDM 214

Obr 5 Porovnani vysledk( plotnové metody a FC pro
hlubokomraZené vzorky Lbc. rhamnosus CCDM 233
skladované 12 mésict pri -70 °C

2,0E+08

skladované 12 mésict pri -70 °C

1,5E+08

y=1,4665% - 6E+06
R#=10,9994

stie/ml

,OE+08

a

poet &

5,0E+07

0,0E+00

0,0E+00 2,0E+07 4,0E+07 6,0E+07 80E+07 1,0E+08 12E+08 14E+08
podet JTE/ml

1,6E+08
1,4E+08 /

i
i
o
/
e

1,2E+08

y=0,6583x+ 1E+07

R#=0,9999
1,0E+08

&4stic/ml

i3 8,0E+07

podet

6,0E+07

4,0E+07

2,0E+07

0,0E+00
0,0E+00

1,0E+08 1,5E+08 2,0E+08

podet JTTE/ml

5,0E+07 2,5E+08

Vi

MLEKARSKE LISTY &. 128



VEDA, VYZKUM

Zaver

Metoda pratokové cytometrie vyuzivajici BacLight™
RedoxSensor™ Green Vitality kit je vhodna pro rychlé
stanoveni obsahu Zzivych bunék ve vzorcich dlouhodobé
uchovavanych pii -70 °C. Jeji vyhodou je rychlost ziskani
vysledkt - na rozdil od 72 hodin v piipadé plotnové metody
je redlné ziskani vysledku béhem dvou hodin. V ptipadé
silné agregujicich kultur dochazi k podhodnoceni skutec-
ného poctu v disledku pocitani agregatu jako jedné bunky.

Podékovdni:
Tato préce vznikla za finanéni podpory MSMT v ramci
grantu 2B06053.
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Microbial hazards in the dairy plants -
the pathogens detection

Abstrakt

Zajisténi kvalitnich a mikrobiologicky bezpecnych
mléénych vyrobkii v trzni siti je cilem pracovnikd
mlékarenského primyslu. V ramci feSeni vyzkumného
grantu MSMT 2B06048 tdcastnici feSeni z fad vyrobcl
a vyzkumnych pracovist, mapovali vyskyt mikrobiologic-
kych rizik pocinaje situaci u producenti mléka a déle
v mlékarenskych zavodech. Byl sledovan vyskyt
a frekvence nasledujicich mikroorganismu: Cronobacter
(Enterobacter) sakazakii, Escherichia coli O157, ptisluSni-
ci Celedi Enterobacteriaceae, Listeria monocytogenes,

Salmonella spp., koagulasa pozitivni Staphylococcus
aureus a Campylobacter sp. v prostiedi producenttt mléka,
dale v mlékarenskych zavodech a rovnéz v prodejnich
automatech syrového mléka.

Klicova slova: Cronobacter (Enterobacter) sakazaki,
Escherichia coli O157, pfislusnici celedi Enterobacte-
riaceae, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., koagu-
lasa pozitivni Staphylococcus aureus

Abstract

Provision of a market by high-quality and microbiologi-
cally safe milk products is the main goal of dairy industry.
Research grant No. 2B06048 of Ministry of education, youth
and sports was targeted on the occurrence of microbial ha-
zards at the dairy farm level and in the dairy plants. The
occurrence and frequency of following microorganisms were
tracked: Cronobacter (Enterobacter) sakazakii, Escherichia
coli O157, members of family Enterobacteriaceae,
Campylobacter sp. Listeria monocytogenes, Salmonella spp.
and koagulase positive Staphylococcus aureus at farms,
dairy plants and raw milk vending machines.

Klic¢ova slova: Cronobacter (Enterobacter) sakazakii,
Escherichia coli O157, members of family Enterobacte-
riaceae, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., koagu-
lase positive Staphylococcus aureus

Uvod

Produkce mikrobiologicky nezavadnych potravinar-
skych, zvlasté pak mléénych vyrobku je naléhavou nutnos-
ti soucasnosti. Spotiebitelé jsou znepokojovani periodicky
se vyskytujicimi epidemiemi vyvolanymi kontaminovany-
mi potravinami. Nalezeni a néslednad eliminace moZnych
rizik vyplyvajicich z pfitomnosti patogennich mikroorga-
nismu, dale pak nalezeni mista jejich vstupu do vyrobniho
procesu bylo hlavnim cilem projektu MSMT 2B06048. Od
samého pocatku feSeni jsme paralelné sledovali dvé
skupiny mikroorganismti, jednak patogeny a déile pak
technologicky nezadouci mikroorganismy. Tato prace pred-
stavuje vysledky tykajici se vyskytu patogennich mikroor-
ganismi v mléce. Komplexnost pfistupu k problematice
byla zajisténa vhodnym sloZenim fesitelského tymu.

VSechny mlécné vyrobky maji svou specifickou
mikrofloru, ktera se mize béhem zpracovani a nasledného
skladovani ménit. Nalezenda mikroflora sledovaného
vyrobku je vysledkem typu a poctu bakterii ve vychozi
suroving, dale jsou zde mikroby, které jsou eliminovany
nebo naopak se pomnozuji béhem zpracovani a nakonec
vSe ovliviiuji podminky skladovani. Pro bezpecnost
mléénych vyrobkd v prvé tfadé plati zdsady obsaZené
v Nafizeni EU 1441/2007. Na prvnim misté v celém spek-
tru mlécnych vyrobki se jednd o salmonely, dale Listeria
monocytogenes, prislusniky celedi Enterobacteriaceae,
Escherichia coli O157 a koagulasa pozitivni stafylokoky
(Staphylococcus aureus a dalS$i druhy). Enterobacter
(Cronobacter) sakazakii je nutné sledovat pouze v susené
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