
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.
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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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Summary

Monitoring of the occurrence of Listeria monocytogenes
throughout the food chain is one of the prerequisites to
ensure of food safety. This article presents information
about possibilities of contamination routes on dairy farms
and dairy plants producing ripened cheeses. Typing of
L. monocytogenes in raw materials, final products, the
equipment and working surfaces of the production line, is
critical for monitoring of contamination routes in primary
production and food plants.

Key words: persistence, hygiene, typing methods

Úvod

Listeria monocytogenes je běžně se vyskytující saprofy-
tická baktérie a současně intracelulární patogen vyvoláva-
jící onemocnění lidí i zvířat. V České republice, podobně
jako v dalších státech, je v současnosti zaznamenáván vze-
stupný trend výskytu listerióz. V rámci států EU je nejvyšší
úroveň pozitivních nálezů L. monocytogenes u potravin
k přímé spotřebě zaznamenávána v rybích, lahůdkářských
a masných výrobcích1. Zrající sýry však bývají také konta-
minovány baktériemi L. monocytogenes, jak dokazují epi-
demické případy listerióz např. v Itálii2, České republice3,
či mezinárodní epidemie na území Rakouska, Německa,
ale také ČR4.

Baktérie L. monocytogenes je možné běžně detekovat
v prostředí mléčných farem5, ale také v prostředí mlékáren-
ských podniků6. Ke kolonizaci a dlouhodobému přežívání
L. monocytogenes ve zpracovatelském prostředí přispívá
jejich odolnost vůči vnějším podmínkám. Baktérie
L. monocytogenes mohou růst v rozmezí teplot 1 - 45 °C,
při hodnotách aktivity vody (aw) nižší jak 0,83 a nízkém pH
(4,3)7. Některé kmeny vykazují rovněž zvýšenou rezistenci
k sanitačním prostředkům, například kvartérním amo-
niovým sloučeninám8. L. monocytogenes se vyznačuje také
tvorbou biofilmů, které umožňují baktériím odolávat vysy-
chání, UV záření a účinkům dezinfekčních látek. Pukrtová
a kol. (2009)9 při stanovení schopnosti dezinfekčních
prostředků odstranit v pokusných podmínkách vzniklý
biofilm prokázali, že žádný z použitých prostředků, 50 %
etanol a Merades Alco - směs etanolu (20-30 %)
a propanolu (30 - 40 %), nevedl zcela k eliminaci biofilmu.
Následnou kultivací in vitro však byla prokázána účinnost
testovaných dezinfekčních prostředků na devitalizaci
L. monocytogenes v biofilmu.

Možnosti kontaminace mléka v prvovýrobě

Primární zdroj L. monocytogenes v mlékárenské prvo-
výrobě představuje fekální kontaminace7. U přežvýkavců
může L. monocytogenes vyvolat onemocnění manifestující
se neurologickými příznaky nebo aborty. Obvykle ale
dochází k asymptomatickému nosičství, které vede
v důsledku vylučování L. monocytogenes ve faeces ke kon-
taminaci vnějšího prostředí10. Vzácně je popisován také

výskyt mastitid způsobených L. monocytogenes. Hlavním
zdrojem L. monocytogenes u skotu je nedostatečně fermen-
tovaná siláž (pH > 4.0). Fekální kontaminace mléka,
v důsledku nedostatečné hygieny dojení, může vést
k adhezi a růstu L. monocytogenes na zařízení mléčnic
(potrubí, filtry, tanky), které se následně podílí na
znečištění mléka5. Úroveň kontaminace mléka L. monocy-
togenes závisí rovněž na technologii dojení. Vyšší konta-
minace byla prokázána při dojení do konví ve srovnání
s potrubním systémem11 a při dojení na stání v porovnání
s dojením v dojírnách5.

Nálezy L. monocytogenes v syrovém mléce nejsou neob-
vyklé. Ve Španělsku byla L. monocytogenes prokázána
u 6.1 % bazénových vzorků mléka5, či ve Spojených
státech u 6.5 % vzorků12. Z výsledků řady studií je zřejmé,
že kontaminaci syrového mléka L. monocytogenes, ale
i jinými baktériemi, je možné předcházet zejména
dodržováním správné hygienické praxe při získávání mléka
v prvovýrobě. Syrové mléko a mléčné výrobky z něj
vyrobené mohou představovat potenciální nebezpečí pro
konzumenty. Přísná hygiena dojení by měla být
dodržována především producenty mléka dodávajícími
syrové mléko přímo konečnému spotřebiteli prostřed-
nictvím mléčných automatů. Tento způsob prodeje
syrového mléka se v České republice rozšířil od roku 2009
a doposud pro něj nejsou legislativně stanovena mikrobio-
logická kritéria.

Zdroje a cesty šíření L. monocytogenes
v mlékárenských provozech

Pasterační teploty postačují k likvidaci listérií v mléce.
Hlavní zdroj L. monocytogenes ve finálních výrobcích před-
stavuje post-pasterační kontaminace. L. monocytogenes je
schopna přežít výrobu zrajících sýrů. L. monocytogenes je
schopna přežít a množit se zejména na povrchu kůrky.
U sýrů s plísní uvnitř hmoty pak může docházet ke křížové
kontaminaci vnitřní hmoty při propichování bochníků sýra.
Z pohledu sledování výskytu baktérií L. monocytogenes
v potravinách je důležité vzít v úvahu jejich schopnost
pomnožování i při chladírenských teplotách. Manfreda
a kol. (2005)23 detekoval na konci výrobní linky jednoho
výrobce baktérie L. monocytogenes ve 2.1 % vzorků sýrů
s plísní uvnitř hmoty. Na konci doby spotřeby těchto sýrů
byla L. monocytogenes prokázána již u 4.8 % vzorků.

Mikrobiologická kvalita sýrů je ovlivněna především
hygienou výrobního zařízení a prostředí. Ve studii, kterou
uveřejnili Brito a kol. (2008)14 byla zdrojem kontaminace
sýrů chladící jednotka určená k uskladnění již zpracovaných
výrobků. V další práci6 byly z 11.0 % pozitivních vzorků
z výrobního prostředí identifikována jako nejčastěji konta-
minovaná místa přepravní nádoby (55.6%), odtokové kanály
(30.0%) a podlahy (20.6%). U jednoho z českých výrobců
zrajících sýrů byl hlavním zdrojem kontaminace finálních
výrobků tvarovací stroj. Na pásu tvarovacího stroje přicháze-
jícího do přímého kontaktu s výrobkem bylo zjištěno 33,3 %
pozitivních nálezů, na podvozku zařízení bylo detekováno
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72,7 % izolátů15. Výsledky těchto studií poukazují na nezbyt-
nost dodržování pravidel správné hygienické praxe jako pre-
vence před sekundární kontaminací finálních výrobků.
V důsledku nevhodného používání dezinfekčních prostředků
hrozí nejen rozvoj rezistence, ale také vznik perzistentních
ložisek L. monocytogenes podílejících se na šíření kontami-
nace ve zpracovatelském prostředí.

Perzistence L. monocytogenes v prostředí
potravinářských provozů

Odolnost L. monocytogenes vůči vnějším podmínkám
a schopnost adaptace dovoluje těmto baktériím perzistovat
v potravinářských podnicích, a to i po dobu několika let.
Norwood a Gilmour (1999)16 popisují vyšší schopnost
perzistentních kmenů adherovat k nerezavějící oceli. Dalšími
autory byla sledována souvislost mezi vyšší rezistencí či
adaptací perzistentních kmenů L. monocytogenes k sani-
tačním prostředkům17, tento vztah však nebyl potvrzen.
Carpentier a Cerf (2011)18 uvádějí, že pravděpodobně ne-
existují kmeny L. monocytogenes vyznačující se jedinečný-
mi vlastnostmi vedoucími k perzistenci. Z tohoto pohledu
má schopnost perzistence každý kmen L. monocytogenes,
který nalezne vhodné podmínky pro růst a množení v pros-
torách a na zařízení potravinářských provozů. Perzistentní
kmeny L. monocytogenes jsou významným zdrojem konta-
minace finálních výrobků a často je jejich úplná eliminace
z výrobního zařízení a prostředí velmi obtížná.

Možnosti využití typizačních metod při 
vyhledávání zdrojů kontaminace potravin

Použitím typizačních metod je možné odhalit nedostatky
při dodržování technologických postupů při výrobě či
úrovně hygieny při výrobě, ale i prodeji potravin. Byla vy-
vinuta řada typizačních technik na principu PCR, jako
například RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
- PCR, REP (repetitive extragenic palindromic elements) -
PCR nebo ERIC (enterobacterial repetitive intergenic con-
sensus) - PCR.

Takzvaný zlatý standard typizace představuje makrore-
strikční analýza s následnou PFGE (pulsed-field gelelec-
trophoresis). Makrorestrikční analýza se vyznačuje lepší
rozlišovací schopností a reprodukovatelností. Standardi-
zovaný protokol sítě PulseNet umožňuje mezilaboratorní
i mezinárodní srovnání subtypů L. monocytogenes. Tato
metoda v současnosti nachází uplatnění nejen při epide-
miologických šetřeních, ale také při došetřování zdrojů
kontaminace potravin nežádoucími baktériemi.

Další možností typizace L. monocytogenes je využití metod
založených na sekvenování DNA, jejichž výsledkem je
alelický profil, který slouží pro porovnávání izolátů mezi
sebou. Jedná se například o metody MLST (multilocus
sequence typing), MVLST (multi-virulence-locus sequence
typing) a MLVA (multilocus variable-number tandem repeat).
Využití těchto metod v praxi je však limitováno finančními
náklady na vyšetření a pořizovací cenou přístrojů. 

Molekulární typizační metody jsou nezbytným nástrojem
k odlišení výskytu perzistentních a neperzistentních kmenů
v potravinářských provozech, včetně prvovýroby. Využití
molekulární typizace umožnilo potvrzení perzistentních
kmenů L. monocytogenes v řadě potravinářských podniků.
Aplikace typizačních metod může rovněž pomoci určit kri-
tické kontrolní body v procesu výroby.

Závěry a doporučení

Na základě řady studií je zřejmé, že typizační metody hrají
nezastupitelnou úlohu při odhalování zdrojů a cest šíření
L. monocytogenes v potravinovém řetězci. Provozovatelé
mlékárenských podniků by měli průběžně sledovat výskyt
L. monocytogenes nejen ve finálních výrobcích, ale také ve
zpracovatelském prostředí. Potenciální nebezpečí představu-
je zejména post-pasterační kontaminace zrajících sýrů, které
jsou častým vehikulem L. monocytogenes. Výskyt listérií by
měl být monitorován jak na plochách přicházejících do
přímého kontaktu s potravinami, tak na místech v nepřímém
kontaktu s výrobky (podlahy, kanály, obložení stěn, špatně
čistitelná a vlhká místa). Nedílnou součástí sledování zdrojů
L. monocytogenes v prostředí výroby by mělo být využití
typizačních metod umožňujících odhalit výskyt kmenů
adaptovaných na podmínky provozu. Tím by mělo být
umožněno cílené čištění a sanitace vedoucí k ochraně finál-
ních výrobků před kontaminací. 

Práce vznikla za finanční podpory projektů MŠMT
2B08050, MSM 6215712402 a BIOTRACER 036272 6RP
EU.
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VLIV pH A TEPLOTY SKLADOVÁNÍ
NA MIKROBIOLOGICKOU KVALITU
ACIDOFILNÍCH MLÉK 
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Effect of pH and storage temperature on the
microbiological quality of acidophilic milks 

Souhrn 

Byl testován vliv pH a teploty skladování (4 a 10 °C) na
kulturní a kontaminující mikroflóru acidofilních mlék.
Různých hodnot pH (okolo 4,2 a 3,8) bylo dosaženo
použitím různých očkovacích dávek laktobacilové kultury
(0,05 a 2 % obj.). Zatímco se denzita laktobacilů během čtyř
týdnů skladování držela na hodnotě vyšší než 1 x 106 KTJ.g-1,
denzita mezofilních mléčných koků a kontaminujících

mikroorganismů významně klesala, a to tím více, čím nižší
bylo pH. Překysávání se projevilo zejména u vzorků
skladovaných při vyšší teplotě anebo s vyšší očkovací dáv-
kou laktobacilové kultury. Dále bylo zjištěno, že v průběhu
fermentace docházelo k významnému pomnožení kontami-
nujících mikroorganismů, a to z denzity řádově 100 KTJ.ml-1

v pasterovaném mléce na denzitu 105 KTJ.g-1 ve výrobku po
fermentaci. 
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Summary 

The influences of pH and storage temperatures (4 and
10 °C) on cultural and contaminating microflora of aci-
dophilic milks were tested. Various pH-values (about 4.2
and 3.8) were reached by means of various inocula of
lactobacilli culture (0.05 and 2 % v/v). While the density of
lactobacilli during four weeks storage remained at the value
1 x 106 CFU g-1, density of mesophilic lactic cocci and con-
taminating microorganisms decreased significantly, and the
more so the lower the pH. Over-acidification manifested
especially in samples stored at higher temperature or with
higher inoculum of lactobacilli culture. Moreover, it was
found out that the significant growth of contaminating
microorganisms took place during fermentation. It was
found a five decimal growth from the density orderly
100 CFU ml-1 in pasteurized milk to the density 105 CFU.g-1

in the final fermented product. 
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Úvod 

Díky svému nízkému pH jsou fermentované mléčné
výrobky přirozeně chráněny proti většině vad způsobených
kontaminujícími mikroorganismy. Nicméně i přesto se
mohou určité vady objevit (Mistry, 2001). 

Nejběžnější vadou je překysávání použité zákysové kul-
tury a s tím spojená nadměrná tvorba aroma jako důsledek
nevhodných podmínek při výrobě a skladování výrobku.
Dále se jedná o vady konzistence, tj. o oddělování
syrovátky či nevhodnou viskozitu. Naopak k oslabení kul-
tury (nedostatečná tvorba aroma, nečistá chuť, pomalé
prokysávání) dochází při kontaminaci zákysové kultury
např. koliformními bakteriemi nebo pseudomonádami
(Mistry, 2001).

Jestliže jsou fermentované mléčné výrobky vyrobeny
z mléka obsahujícího vysoký počet psychrotrofních
mikroorganismů, mohou mít hořkou, nečistou nebo ovoc-
nou pachuť (McPhee a Griffiths, 2003).

Hořká chuť může vzniknout mimo jiné také působením
sporotvorných aerobních bakterií (B. cereus, B. subtilis),
jejichž spory přežívají pasteraci (Mistry, 2001). Vyklíčení
spor a růst vegetativních buněk závisí zejména na počáteční
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