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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
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Tab. 1 SloZeni médii pro kultivaci plisni a kvasinek

Kultivacni médium

Slozeni latek (g, ml)

(H(H| SL> DRBC® DG 18
(YGC)'
Glukoza 20 - 10 10
Chloramfenikol 0,1 - 0,05 0,1
Chlortetracyklin chlorhydrat - - 0,05 -
KH2PO4 - - 1 1
MgS0s4 .7 H.0 - - 0,5 0,5
Dichloran (0,2% w/v ethanolu) - - 1 1
Polypepton - - 5 -
Pepton - - - O
Glycerol - 220
Bengdlskd Cerven - - 0,025
CuS04. 5 Hz0 - - 0,005
InS04. 7 Hz0 - - 0,01
Tergitol - - 1
Sladinovy extrakt (= malt extract) - 20 -
Agar 15 20 12,4 13
Destilovana voda 1000 1000 1000 1000
(do kone¢ného obsahu)
pH 6,6 £0,2|54+02(56+02/56+02

" GKCH (YGC) - Glukdzovy agar s kvasnicnym extraktem a chloramfenikolem
(Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar)

2 8L - Sladinovy agar (Wort Beer Agar)

* DRBC - Dichloranovy agar s bengalskou Cerveni a chloramfenikolem
(Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar)

“DG 18 - Dichloran glycerolovy (18 % hmotnostnich) agar
(Dichloran 18% Glycerol Agar)

vznikaji v médiu inhibi¢ni latky, které mohou zpusobit
niz8i nartst mykofléry ze vzorki. Média DRBC a DG 18
1ze doplnit o stopové prvky (ZnS0O4.7 H,O, CuSO4.5 H20),
které umozni plné rozvinout plisnim svoji morfologii,
zvlasté produkci pigmenti, a tim umozni lepsi identifikaci
na téchto médiich.

Po 5 dnech kultivace jsou kolonie kvasinek na agarech
DRBC a DG18 okrouhlé, matné nebo lesklé, o praméru
3 - 5 mm, s pravidelnym okrajem a vice ¢i méné vypouklym
povrchem, na DRBC agaru jsou zbarvené do rtiZova
(Obr. 1a). Plisné rostou v podobé plochych ¢i chmyfovitych
propaguli/zarodkii nebo v obrovskych (i nékolik cm
v priméru velkych) chmyrovitych koloniich Casto s rizné

Obr. 1a Rust kvasinek (Saccharomyces cerevisiae)
na DRBC a DG18

DRBC agar DG 18 agar 1

Saccharomyces cerevisiae

zbarvenymi (napf. bile, modrozelené, cervenooranzove)
plodicimi nebo sporotvornymi strukturami (Obr. 1b).

Dalsi kultivaéni média urcena pro rtst kvasinek a plisni
soucasné s DRBC a DG18 agary jsou uvedena v Tab. 1.
Sladinovy agar jako komplexni médium je vhodny pro rast
vétsiny saprofytickych vlaknitych hub i nékterych kvasinek
a lze jej pripravit pomérné snadno z pivovarnické sladiny.
Obdoba (Malt Extrakt Agar, MEA) se pripravuje ze susené
sladiny. U selektivniho GKCH agaru poskytuje kvasnicny
extrakt rastové faktory (zdroj vitamind, zejména skupiny
B), glukéza je zdrojem uhliku a energie. Pfitomnost
Sirokospektralniho antibiotika (chloramfenikolu) v pudé
pusobi bakteriostaticky, zatimco kvasinky a plisné rostou
v jeho pfitomnosti bez omezeni. Na rozdil od jinych podob-
nych kultivacnich médii, kterd obsahuji dals§i antibiotika
(napt. OGY-Oxytetracyklin Glukéza Kvasinkovy Agar),
ma tu vyhodu, Ze GKCH je plné autoklavovatelny.
Mikroorganismy, které tvoii kolonie na téchto médiich
béhem aerobni kultivace pfi 25 °C, jsou kvasinky a plisné.
Kvasinky vytvaii matné nebo lesklé okrouhlé kolonie
obvykle s pravidelnym okrajem a vice ¢i méné vypouklym
povrchem. Plisné tvofi ploché nebo chmyfovité propa-
gule/zarodky nebo kolonie ¢asto se zbarvenymi plodicimi
nebo sporulujicimi strukturami.

Cilem studie bylo posouzeni kompletni mykofléry zra-
jicich a plisnovych syrd zakoupenych v trzni siti. Vybrané
kvasinky (Candida lipolytica, Candida albicans, Saccha-
romyces cerevisiae) a plisné (Penicillium roqueforti,
Geotrichum candidum, Cladosporium herbarum a Fusarium
sporotrichioides) izolované z téchto potravin byly samostatné
naockovany na Zzivnd média: DRBC, DGI8 (Biokar
Diagnostics, Francie), Sladinovy agar a GKCH agar
(HiMedia, Indie). Na kazdé plotné byla pozorovana schop-
nost rastu, morfologie kolonii a jejich pigmentace. Na pidach
DRBC a DG18 byl pozorovan pomalejsi nartst a morfologie
byla méné vyrazna (Obr. 2a, 2b), coZ neni povaZovano za
nevyhodu u pid uréenych pro stanoveni poctu kvasinek
a plisni v potravinach. Nejrychlejsi rst s vyraznou morfo-
logii charakteristickou pro jednotlivé rody plisni a kvasinek
byl pozorovan na Sladinovém agaru (Obr. 2a).

Obr. 1b Rdst plisni (Penicillium roqueforti) na DRBC
aDG18

DRBC agar DG 18 agar

Penicillium roqueforti rSem
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Obr. 2a Rust Geotrichum candidum na Sladinovém agaru
a GKCH

! Sladinovy agar GKCH agar 1

Obr. 2b Rdst Geotrichum candidum na DRBC a DG18

F DRBC agar DG 18 agar 1

i
E:

Zaveérem lze konstatovat, Zze pouziti pid DRBC a DG 18
pro stanoveni poctu kvasinek a plisni nejen v mlécnych
vyrobcich vyZaduje CSN ISO 21527-1, 2 platna od ledna
2009. Pfi vybéru vhodné pudy pro stanoveni poctu
kvasinek a plisni je nutné zohlednit aktivitu vody vySetfo-
vané potraviny. V pfipadé€, Ze ma byt sledovana kompletni
mykofléra a jednotlivé mikroorganismy maji byt identi-
fikoviany a charakterizovany, je vhodné doplnit toto
stanoveni i pouzitim jinych kultivacnich ptd napf.
Sladinového agaru. Nicméné na médiich, jejichz pouziti
vyzaduje soucastnd ISO norma, byl sledovan uspokojivy
rust s charakteristickou morfologii u jednotlivych sle-
dovanych rodu kvasinek a plisni.
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Milk and the environment of dairy plants:
sources and transmission routes of Listeria
monocytogenes

Souhrn

Sledovani vyskytu Listeria monocytogenes v ramci celého
potravinového fetézce je jednim z predpokladd zajiSténi
bezpe¢nosti  potravin. Clanek ptedklada informace
o moznostech Sifeni kontaminace L. monocytogenes na
mléénych farmach a v mlékarenskych podnicich
vyrabéjicich zrajici syry. Pro sledovani cest kontaminace
v prvovyrobé a potravinaiskych provozech je rozhodujici
typizace L. monocytogenes v surovinach, findlnich
vyrobcich, na zafizeni a pracovnich plochich vyrobni linky.
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