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Vedle bakterií hrají důležitou roli v potravinách také
plísně a kvasinky. Výskyt vysokých počtů některých druhů
kvasinek a plísní v mléčných výrobcích lze přisoudit pro ně
nenáročným životním podmínkám. Jsou schopné využívat
vzdušnou vlhkost, rozmnožovat se za nízké vodní aktivity
prostředí, jsou tolerantní k nízkým hodnotám pH a vysoké
koncentraci soli, stejně tak jako růstu při nízké teplotě
skladování (Ferreira a Viljoen, 2003). Díky enzymatickému
vybavení mají proteolytické, lipolytické a sacharolytické
vlastnosti, jsou velmi adaptabilní pro kontaminaci téměř
jakéhokoliv substrátu - tedy i potravin. 

Některé kvasinky a plísně bývají označovány jako "kul-
turní" (například Kluyveromyces marxianus, Penicillium
roqueforti, Penicillium camemberti) a využívají se při výrobě
plísňových sýrů, jako jsou Niva či Hermelín a některých
trvanlivých masných výrobků. Kvasinky a plísně jsou zapo-
jeny přímo i nepřímo v procesu zrání sýrů. Na druhé straně
mohou být příčinou kažení potravin a typických vad sýrů,

což snižuje nejen přitažlivost výrobku a značky, ale může
způsobit i značné ekonomické ztráty pro výrobce, zpraco-
vatele a spotřebitele (Jakobsen a Narvhus, 1996). 

Platné právní předpisy týkající se mikrobiologického
vyšetření potravin (Nařízení Komise (ES) č. 2073/2005 ve
znění pozdějších předpisů) nepožadují u žádné z uve-
dených komodit stanovení počtu kvasinek a plísní. Toto
stanovení je v současné době výrobcům doporučováno
u některých druhů potravin (např. sušené mléčné výrobky
pro kojeneckou a dětskou výživu, smetanové a tvarohové
krémy, tvrdé a tavené sýry, máslo a pomazánky z másla)
normou ČSN 56 9609.

Za účelem detekce, stanovení a izolace kvasinek a plísní
z potravin byla vyvinuta četná média (Deák, 1991). Pitt
a Hocking (2009) uvádějí několik požadavků pro ideální
kultivační médium určené pro tyto účely: obsah nutrientů
dostatečně podporující růst kvasinek a plísní, maximální
využití pro rozbory všech typů potravin za současného pot-
lačení růstu bakterií. Žádné médium však dosud nebylo
navrženo tak, aby splňovalo všechny požadavky. Proto
správnou volbou je použití média nejvhodnějšího k danému
účelu. 

Stanovení kvasinek a plísní je založeno na použití selek-
tivních kultivačních půd potlačujících růst doprovodné bak-
teriální mikroflóry. Nejčastěji se jedná o živné půdy
s nízkým pH (např. Sladinový agar) nebo živné půdy s pří-
davkem antibiotik (např. GKCH agar - půda s kvasničným
extraktem, glukózou a chloramfenikolem). Použití GKCH
agaru bylo až do nedávné doby požadováno pro stanovení
počtu kvasinek a plísní v potravinách normou ČSN ISO
7954. V součastné době lze počet kvasinek a plísní stanovit
dvěma ISO metodami pomocí chloramfenikolového agaru
s dichloranem a bengálskou červení (DRBC agar) a dichlo-
ran glycerolovým agarem (DG18), a to v závislosti na hod-
notě aktivity vody (aw) testovaného výrobku. Tato média se
používají pouze pro stanovení počtu živých kvasinek a plís-
ní, pro jejich přesnější identifikaci je vhodné použití jiných
růstových médií. Inkubace na agarech DRBC a DG18
probíhá za aerobních podmínek při 25 °C po dobu 5 dní.
Výběr kultivačních médií je nutno provést s ohledem na
aktivitu vody (aw) v testované potravině v souladu
s požadavky platné normy ČSN ISO 21527-1, 2. Část 1:
Technika počítání kolonií u výrobků s aktivitou vody vyšší
než 0,95 požaduje jako arbitrážní půdu pro stanovení počtu
kvasinek a plísní DRBC agar, který se používá nejen
u mléčných výrobků (s výjimkou sušeného mléka), ale
např. i u vajec, masa, ovoce, zeleniny a čerstvých těstovin.

DG18 agar je určený pro stanovení počtu kvasinek a plís-
ní u výrobků s aw nižší nebo rovnou 0,95 podle výše uve-
dené normy Část 2. DG18 je zvlášť vhodný pro stanovení
počtu a izolaci živých osmofilních kvasinek a xerofilních
plísní, které se vyskytují v dehydratovaných a velmi
suchých výrobcích, jako jsou vysoce sladké nebo slané
potraviny, sušené ovoce, ořechy, cereálie, sladké pečivo,
mouka, sušené maso, solené ryby a koření. 

Média, která obsahují bengálskou červeň (DRBC agar),
jsou citlivá na světlo. Po jeho 2 hodinovém působení
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vznikají v médiu inhibiční látky, které mohou způsobit
nižší nárůst mykoflóry ze vzorků. Média DRBC a DG 18
lze doplnit o stopové prvky (ZnSO4.7 H2O, CuSO4.5 H2O),
které umožní plně rozvinout plísním svoji morfologii,
zvláště produkci pigmentů, a tím umožní lepší identifikaci
na těchto médiích.

Po 5 dnech kultivace jsou kolonie kvasinek na agarech
DRBC a DG18 okrouhlé, matné nebo lesklé, o průměru 
3 - 5 mm, s pravidelným okrajem a více či méně vypouklým
povrchem, na DRBC agaru jsou zbarvené do růžova
(Obr. 1a). Plísně rostou v podobě plochých či chmýřovitých
propagulí/zárodků nebo v obrovských (i několik cm
v průměru velkých) chmýřovitých koloniích často s různě

zbarvenými (např. bíle, modrozeleně, červenooranžově)
plodícími nebo sporotvornými strukturami (Obr. 1b). 

Další kultivační média určená pro růst kvasinek a plísní
současně s DRBC a DG18 agary jsou uvedena v Tab. 1.
Sladinový agar jako komplexní médium je vhodný pro růst
většiny saprofytických vláknitých hub i některých kvasinek
a lze jej připravit poměrně snadno z pivovarnické sladiny.
Obdoba (Malt Extrakt Agar, MEA) se připravuje ze sušené
sladiny. U selektivního GKCH agaru poskytuje kvasničný
extrakt růstové faktory (zdroj vitaminů, zejména skupiny
B), glukóza je zdrojem uhlíku a energie. Přítomnost
širokospektrálního antibiotika (chloramfenikolu) v půdě
působí bakteriostaticky, zatímco kvasinky a plísně rostou
v jeho přítomnosti bez omezení. Na rozdíl od jiných podob-
ných kultivačních médií, která obsahují další antibiotika
(např. OGY-Oxytetracyklin Glukóza Kvasinkový Agar),
má tu výhodu, že GKCH je plně autoklávovatelný.
Mikroorganismy, které tvoří kolonie na těchto médiích
během aerobní kultivace při 25 °C, jsou kvasinky a plísně.
Kvasinky vytváří matné nebo lesklé okrouhlé kolonie
obvykle s pravidelným okrajem a více či méně vypouklým
povrchem. Plísně tvoří ploché nebo chmýřovité propa-
gule/zárodky nebo kolonie často se zbarvenými plodícími
nebo sporulujícími strukturami. 

Cílem studie bylo posouzení kompletní mykoflóry zra-
jících a plísňových sýrů zakoupených v tržní síti. Vybrané
kvasinky (Candida lipolytica, Candida albicans, Saccha-
romyces cerevisiae) a plísně (Penicillium roqueforti,
Geotrichum candidum, Cladosporium herbarum a Fusarium
sporotrichioides) izolované z těchto potravin byly samostatně
naočkovány na živná média: DRBC, DG18 (Biokar
Diagnostics, Francie), Sladinový agar a GKCH agar
(HiMedia, Indie). Na každé plotně byla pozorována schop-
nost růstu, morfologie kolonií a jejich pigmentace. Na půdách
DRBC a DG18 byl pozorován pomalejší nárůst a morfologie
byla méně výrazná (Obr. 2a, 2b), což není považováno za
nevýhodu u půd určených pro stanovení počtu kvasinek
a plísní v potravinách. Nejrychlejší růst s výraznou morfo-
logií charakteristickou pro jednotlivé rody plísní a kvasinek
byl pozorován na Sladinovém agaru (Obr. 2a).
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Složení látek (g, ml) Kultivační médium
GKCH SL2 DRBC3 DG 184

(YGC)1

Glukóza 20 - 10 10
Chloramfenikol 0,1 - 0,05 0,1
Chlortetracyklin chlorhydrát - - 0,05 -
KH2PO4 - - 1 1
MgSO4 .7 H2O - - 0,5 0,5
Dichloran (0,2% w/v ethanolu) - - 1 1
Polypepton - - 5 -
Pepton - - - 5
Glycerol - - - 220
Bengálská červeň - - 0,025 -
CuSO4. 5 H2O - - 0,005 -
ZnSO4. 7 H2O - - 0,01 -
Tergitol - - 1 -
Sladinový extrakt (= malt extract) - 20 - -
Agar 15 20 12,4 13
Destilovaná voda 1000 1000 1000 1000
(do konečného obsahu) 
pH 6,6 ± 0,2 5,4 ± 0,2 5,6 ± 0,2 5,6 ± 0,2

Tab. 1 Složení médií pro kultivaci plísní a kvasinek

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

1 GKCH (YGC) - Glukózový agar s kvasničným extraktem a chloramfenikolem 

(Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) 
2 SL - Sladinový agar (Wort Beer Agar)
3 DRBC - Dichloranový agar s bengálskou červení a chloramfenikolem

(Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) 
4 DG 18 - Dichloran glycerolový (18 % hmotnostních) agar

(Dichloran 18% Glycerol Agar)

Obr. 1b Růst plísní (Penicillium roqueforti) na DRBC 
a DG18

veda 128.qxd  17.10.2011  12:07  Page XI



Závěrem lze konstatovat, že použití půd DRBC a DG 18
pro stanovení počtu kvasinek a plísní nejen v mléčných
výrobcích vyžaduje ČSN ISO 21527-1, 2 platná od ledna
2009. Při výběru vhodné půdy pro stanovení počtu
kvasinek a plísní je nutné zohlednit aktivitu vody vyšetřo-
vané potraviny. V případě, že má být sledována kompletní
mykoflóra a jednotlivé mikroorganismy mají být identi-
fikovány a charakterizovány, je vhodné doplnit toto
stanovení i použitím jiných kultivačních půd např.
Sladinového agaru. Nicméně na médiích, jejichž použití
vyžaduje součastná ISO norma, byl sledován uspokojivý
růst s charakteristickou morfologií u jednotlivých sle-
dovaných rodů kvasinek a plísní. 
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Milk and the environment of dairy plants:
sources and transmission routes of Listeria
monocytogenes

Souhrn

Sledování výskytu Listeria monocytogenes v rámci celého
potravinového řetězce je jedním z předpokladů zajištění
bezpečnosti potravin. Článek předkládá informace
o možnostech šíření kontaminace L. monocytogenes na
mléčných farmách a v mlékárenských podnicích
vyrábějících zrající sýry. Pro sledování cest kontaminace
v prvovýrobě a potravinářských provozech je rozhodující
typizace L. monocytogenes v surovinách, finálních
výrobcích, na zařízení a pracovních plochách výrobní linky.

Klíčová slova: perzistence, hygiena, typizační metody
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Obr. 2a Růst Geotrichum candidum na Sladinovém agaru
a GKCH 

Obr. 2b Růst Geotrichum candidum na DRBC a DG18
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