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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.
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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

MLEKARSKE LISTY &. 128

Vil



VEDA, VYZKUM

Tab. | Viysledky rozbord z prvovyroby miéka provedené v roce 2007

Escherichia coli
0157

25g/25 ml

Escherichia coli
glukuronidaso
pozitivni

Prislusnici Geledi
Enterbacteriaceae
1g/1ml

Salmonella Koagulasa pozitivni ~ Listeria
250/25 ml stafylokoky monocytogenes
(St. aureus) 259/25 ml
1g/1ml
Syrové mléko Negativni 9x10° Negativni
Negativni 3,5x10° Negativni
Negativni 3,3x10° Negativni
Zelené krmivo Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
Negativni <50 Negativni
Negativni 4,1x10° Negativni
Seno Negativni Negativni Negativni
Negativni 3,5x10? Negativni
Negativni <50 Negativni
Krmné smés Negativni <50 Negativni
Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
Faeces Negativni <50 Negativni
Negativni <50 Negativni
Negativni <50 Negativni
Stér struk( Negativni Negativni Negativni
Negativni Negativni Negativni
Negativni Negativni Negativni

Negativni
Negativni
Negativni
Neprovedeno
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni
Neprovedeno
Neprovedeno
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni
Negativni

1g/1ml

<1

<1

<1
Neprovedeno
5,3x10°
2,9x10*
Negativni

80

<10
Negativni
Neprovedeno
Neprovedeno
Negativni
Negativni
1,5x10*
Negativni
Negativni
Negativni

1x10°

60

2,3x10*
Neprovedeno
6,1x10°
>1,5x10°
Negativni
5.5x10°
6,5x10*
1,5x10°
Neprovedeno
Neprovedeno
Negativni
4,2x10*
1,5x10°
Negativni
Negativni
Negativni

1. fadek odbér 15.3.2007, 2. fadek odbér 11.7.2007, 3. radek odbér 17.9.2007

mlééné détské vyzivé. Resitelsky tym mél k dispozici kom-
pletni spektrum normovanych (CSN ISO) postupi, které
byly pouZity pro analyzu odebranych vzorkd.

Material a metody

Vsechny odebrané vzorky byly zpracovany nejpozdéji do
24 h po odbéru. Postupovalo se podle normovanych metod,
uvedenych v seznamu literatury. Odbéry byly provadény na
trech farméch, dvou mlékarnach a ve ¢tyrfech automatech
na odbér syrového mléka. Vysledky vySetfeni na pfitom-
nost Enterobacter (Cronobacter) sakazakii jsou sice uvede-
ny jen v tabulce III., ale byly provadény ve vSech odbérech
mléka, viz tabulka II. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze vSechny

a také jsme analyzovali syrovatku. Tyto vysledky ukazuje
tab. II. Jednotlivé fadky ukazuji data ziskand v rdznych
mlékarnach v letech 2009 az 2010. Pouze v jednom pripadé
byla v prijmovém tanku prokdzana pritomnost Listeria
monocytogenes. Vyskyt Salmonella sp. a Escherichia coli
O157 nebyl potvrzen za celou dobu trvani projektu
v zadném z analyzovanych vzorkd. Pasterace ucinné
snizovala mnoZstvi koagulasa pozitivnich stafylokok, ale
k absolutnimu odstranéni této bakterie v mlékarenskych
provozech nedochézi.

Tab. Il Mikrobiologickd kvalita miéka v mlékarné

Syrové miéko Syrové mléko Pasterizované

) . " tank pied pasterem miéko
nalezy byly negativni, nebyly do tabulky zarazeny. Salmonell sp. Negatiuni Negatvni Negatini
, . 25 ml Negativni Negativni Negativni
VVS|E(I|(V a diskuse Negativni Negativni Negativni
) . ) Listeria Pozitivni Negativni Negativni
V prvnich dvou .l.etech projektu (2007 a 2008) byl hlavni monocytogenes Negativnl Negativai Negativni
daraz vénovan zjistovani vyskytu hledanych patogent 25 ml Negativni Negativnf Negativni
pfimo na mléénych farmach. V riznych rocnich obdobich, koagulasa pozitivni 8.9x102 9,5x102 <5
jak ukazuje tab. I. byl proveden mikrobiologicky rozbor stafylokoky 4,6x103 2.5x105 <5
v prostiedi mlé¢nych farem. Hlavni sledované patogeny, (St. aureus a dalsi) 5x102 3102 <5
Salmonella sp., Listeria monocytogenes a Escherichia coli 1ml
O157 nebyly nalezeny v Zadném vySetfovaném vzorku. Escherichia coli 0157 | Negativni Negativni Negativni
Syrové mléko vSak ve vSech odbérech obsahovalo koagu- 25 ml Negativni Negativni Negativni
lasa pozitivni stafylokoky (Staphylococcus aureus a dalsi Negativni Negativni Negativni
druhy), i kdyz stéry struk@ byly negativni. Opakovani Escherichia coli 20 10 <1
v dal§im roce prakticky potvrdilo vysledky uvedené glukuronidasa pozitivni | 1,5x103 1,8x103 <1
v tab. I. Lze konstatovat, zZe situace ve sledovanych 1ml 3,3x102 2,1x102 <1
prvovyrobach je uspokojiva. Enterobacteriaceae 1,1x105 7,5x103 <1
V roce 2009 jsme sledovali vyskyt stejnych mikroorga- 1ml 2,6x104 2,5x105 <1
nismil v mlékarnach, po&inaje kvalitou syrového svozového 1,3x104 1,1x104 <1

mléka, dile syrové mléko pred pasteraci, po pasteraci

Azso/nm / Ao nm =====-| pomér absorbanci DNA

Vil
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Tab. Il
Odbérové Listeria Salmonella  Escherichia coli
misto/ datum monocytogenes 25 ml B-glukuronidazo
25 ml pozitivni
1ml
A
6.3.2010 negativni negativni <1
2.3.2010 negativni negativni <1
21.3.2010 negativni negativni <1
(2;1.3.2010 negativni negativni <1
22.32010 negativni negativni 3
2.4.2010 negativni negativni 1
2.4.2010 negativni negativni 5
108.4.2010 negativni negativni <1
58.4.2010 negativni negativni <1
2.5.2010 negativni negativni 22
2.5.2010 negativni negativni <1
g.5.2010 negativni negativni <1
?7.5.2010 negativni negativni <1
I137.5.2(110 negativni negativni <1
(5;.6.2010 negativni negativni <1
2.6.2010 negativni negativni <1
?1.6.2010 negativni negativni <1
?9.6.2010 negativni negativni <1
59.5.2010 negativni negativni <1
21.6.2010 negativni negativni 2

Koaguldza pozitivni  Enterobacteriaceae Enterobacter
stafylokoky (St. 1ml sakazakii
aureus a dalsi druhy) 25 ml

1 ml

<5 4 negativni
18 138 negativni
<5 2,5x10° negativni
<5 4x10? negativni
<5 89 negativni
<5 11 negativni
<5 16 negativni
<5 71 negativni
<5 1,2x10° negativni
<5 2,3x10° negativni
<5 18 negativni
<5 1,8x102 negativni
<50 3 negativni
4 48 negativni
<5 36 negativni
<5 15 negativni
<5 2 negativni
<5 10 negativni
<5 1,3x10° negativni
34 2,6x107 negativni

1. radek odbér 15.3.2007, 2. fadek odbér 11.7.2007, 3. rddek odbér 17.9.2007

V prubéhu feseni projektu doslo k masovému rozsireni
prodejnich automatti na syrové mléko. Pokladali jsme za
nutné zjistit mozna mikrobiologickd rizika u takto dis-
tribuovaného syrového mléka. Odbéry jsme zahajili
v breznu 2010 a pokracovali jsme do Cervna téhoZz roku.
Vzorky mléka byly odebirdny z celkem &Etyr odbérovych
mist (v tabulce oznaceny A, B, C a D). Nejvice vzorku bylo
odebrano z mista B a C. Kromé hodnot uvedenych v Tab.
III. jsme sledovali pfitomnost termofilnich bakterii rodu
Campylobacter, vSechny vySetfované vzorky mléka byly
negativni, podobné jako byly negativni vysledky kulti-
vaéniho  vySetfeni na pritomnost Enterobacter
(Cronobacter) sakazakii. Béhem doby sledovani byly
vysledky u vSech odbérovych automati vyrovnané
a hygienicky nezavadné. Odbérové misto C po celou dobu
sledovani vykazovalo vyssi pocet bakterii celedi
Enterobacteriacae, jednalo se o stovky bakterii na jeden
ml. Ve dvou odbérech, které byly v dubnu a cervnu 2010

nalezeny pocet bakterii prekrocil tisic jedincti na ml. Tyto
hodnoty byly nalezeny v péti ze Sesti odbérii. Odbérové
misto B, celkem sedm uskutecnénych odbért, pouze
dvakrat byly nalezeny podobné hodnoty jaku u mista C.

Zaver

Vysledky projektu ukézaly, Ze vyskyt nejobdvanéjsich
patogent, kterymi jsou Listeria monocytogenes
a Salmonella sp. je velice nizky a to jak u producenti
mléka az po findlni vyrobek. Ostatni sledované skupiny
mikroorganismtl vypovidaji spiSe o trovni hygieny vyroby
a technologie mléka, poskytly vcelku pozitivni situaci.
Situace ve vyskytu Enterobacter (Cronobacter) sakazakii,
jehoz pritomnost je dle platné legislativy, kterou je
Naftizeni Komise (ES) ¢ 1441/2007 sledovana jen v susené
mlécné détské vyzivé je podle ziskanych vysledki rovnéz
uspokojiva.
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Nutrient media for estimation and cultivation
of moulds and yeasts isolated from dairy
products (research note)

Vedle bakterii hraji dileZitou roli v potravinach také
plisné a kvasinky. Vyskyt vysokych poctd nékterych druht
kvasinek a plisni v mléénych vyrobcich lze pfisoudit pro né
nendrocnym zivotnim podminkam. Jsou schopné vyuzivat
vzduSnou vlhkost, rozmnoZovat se za nizké vodni aktivity
prostredi, jsou tolerantni k nizkym hodnotam pH a vysoké
koncentraci soli, stejné tak jako ristu ptfi nizké teploté
skladovani (Ferreira a Viljoen, 2003). Diky enzymatickému
vybaveni maji proteolytické, lipolytické a sacharolytické
vlastnosti, jsou velmi adaptabilni pro kontaminaci téméft
jakéhokoliv substratu - tedy i potravin.

Nekteré kvasinky a plisné byvaji oznaCovany jako "kul-
turni" (napfiklad Kluyveromyces marxianus, Penicillium
roqueforti, Penicillium camemberti) a vyuzivaji se pti vyrobé
plisfiovych syrd, jako jsou Niva ¢i Hermelin a nékterych
trvanlivych masnych vyrobka. Kvasinky a plisné jsou zapo-
jeny pfimo i nepfimo v procesu zrani syrt. Na druhé strané
mohou byt pri¢inou kaZeni potravin a typickych vad syra,

coZ sniZuje nejen pritazlivost vyrobku a znacky, ale mize
zpusobit i zna¢né ekonomické ztrity pro vyrobce, zpraco-
vatele a spottebitele (Jakobsen a Narvhus, 1996).

Platné pravni predpisy tykajici se mikrobiologického
vySetieni potravin (Nafizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ve
znéni pozd€jSich predpisi) nepozaduji u zadné z uve-
denych komodit stanoveni poc¢tu kvasinek a plisni. Toto
stanoveni je v soucasné dobé vyrobcim doporucovano
u nékterych druhti potravin (napf. susené mlééné vyrobky
pro kojeneckou a détskou vyZivu, smetanové a tvarohové
krémy, tvrdé a tavené syry, maslo a pomazanky z masla)
normou CSN 56 9609.

Za ucelem detekce, stanoveni a izolace kvasinek a plisni
z potravin byla vyvinuta ¢etnd média (Dedk, 1991). Pitt
a Hocking (2009) uvadéji nékolik pozadavkid pro idedlni
kultiva¢ni médium urcené pro tyto ucely: obsah nutrientt
dostatecné podporujici rast kvasinek a plisni, maximalni
vyuziti pro rozbory vSech typt potravin za sou¢asného pot-
ladeni rlistu bakterii. Z4dné médium vSak dosud nebylo
navrZzeno tak, aby spliovalo vSechny poZzadavky. Proto
spravnou volbou je pouZiti média nejvhodnéj$iho k danému
ucelu.

Stanoveni kvasinek a plisni je zaloZeno na pouZiti selek-
tivnich kultivacnich pid potlacujicich riist doprovodné bak-
teridlni mikrofléry. Nejcastéji se jedna o Zivné pudy
s nizkym pH (napft. Sladinovy agar) nebo Zivné pudy s pfi-
davkem antibiotik (napt. GKCH agar - pida s kvasnicnym
extraktem, gluk6zou a chloramfenikolem). Pouziti GKCH
agaru bylo az do neddvné doby pozadovano pro stanoveni
poctu kvasinek a plisni v potravinich normou CSN ISO
7954. V soucastné dobé 1ze pocet kvasinek a plisni stanovit
dvéma ISO metodami pomoci chloramfenikolového agaru
s dichloranem a bengélskou cerveni (DRBC agar) a dichlo-
ran glycerolovym agarem (DG18), a to v zdvislosti na hod-
noté aktivity vody (ay) testovaného vyrobku. Tato média se
pouZzivaji pouze pro stanoveni poctu Zivych kvasinek a plis-
ni, pro jejich presné;jsi identifikaci je vhodné pouZiti jinych
rastovych médii. Inkubace na agarech DRBC a DGI18
probiha za aerobnich podminek pfi 25 °C po dobu 5 dni.
Vybér kultivaénich médii je nutno provést s ohledem na
aktivitu vody (aw) v testované potraviné v souladu
s poZadavky platné normy CSN ISO 21527-1, 2. Cast 1:
Technika pocitani kolonii u vyrobkt s aktivitou vody vyssi
nez 0,95 pozaduje jako arbitrazni ptidu pro stanoveni poctu
kvasinek a plisni DRBC agar, ktery se pouZivd nejen
u mléénych vyrobki (s vyjimkou suSeného mléka), ale
napft. i u vajec, masa, ovoce, zeleniny a cerstvych téstovin.

DG18 agar je uréeny pro stanoveni poctu kvasinek a plis-
ni u vyrobkd s ay nizsi nebo rovnou 0,95 podle vyse uve-
dené normy Cist 2. DG18 je zvl4st vhodny pro stanoveni
poctu a izolaci zivych osmofilnich kvasinek a xerofilnich
plisni, které se vyskytuji v dehydratovanych a velmi
suchych vyrobcich, jako jsou vysoce sladké nebo slané
potraviny, susené ovoce, ofechy, cerealie, sladké pecivo,
mouka, suSené maso, solené ryby a koteni.

Meédia, kterd obsahuji bengélskou cervenn (DRBC agar),
jsou citlivd na svétlo. Po jeho 2 hodinovém pusobeni

X
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