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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
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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.

Klicova slova: perzistence, hygiena, typizacni metody
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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

Uvod

Listeria monocytogenes je bézné se vyskytujici saprofy-
ticka baktérie a soucasné intracelularni patogen vyvolava-
jici onemocnéni lidi i zvitat. V Ceské republice, podobné
jako v dalSich statech, je v soucasnosti zaznamenavan vze-
stupny trend vyskytu listeriéz. V ramci stati EU je nejvyssi
uroven pozitivnich nalezti L. monocytogenes u potravin
k pfimé spotfebé zaznamendvana v rybich, lahidkarskych
a masnych vyrobcich'. Zrajici syry vSak byvaji také konta-
minovany baktériemi L. monocytogenes, jak dokazuji epi-
demické piipady listeriéz napt. v Itdlii*, Ceské republice’,
¢i mezinarodni epidemie na dzemi Rakouska, Némecka,
ale také CR*.

Baktérie L. monocytogenes je mozné bézné detekovat
v prostfedi mlécnych farem’, ale také v prostiedi mlékaren-
skych podnik@®. Ke kolonizaci a dlouhodobému pieZivani
L. monocytogenes ve zpracovatelském prostiedi prispiva
jejich odolnost via¢i vnéjsSim podminkam. Baktérie
L. monocytogenes mohou rust v rozmezi teplot 1 - 45 °C,
pii hodnotéch aktivity vody (aw) niZsi jak 0,83 a nizkém pH
(4,3)". Nékteré kmeny vykazuji rovnéZ zvysSenou rezistenci
k sanitacnim prostfedkiim, napfiklad kvartérnim amo-
niovym slouceninam®. L. monocytogenes se vyznacuje také
tvorbou biofilmi, které umoziiuji baktériim odolavat vysy-
chani, UV zareni a uéinkam dezinfekcénich latek. Pukrtova
a kol. (2009)° pfi stanoveni schopnosti dezinfek&nich
prostiedki odstranit v pokusnych podminkach vznikly
biofilm prokazali, Ze Zadny z pouzitych prostfedkd, 50 %
etanol a Merades Alco - smés etanolu (20-30 %)
a propanolu (30 - 40 %), nevedl zcela k eliminaci biofilmu.
Néslednou kultivaci in vitro vSak byla prokdzdna ucinnost
testovanych dezinfekénich prostfedki na devitalizaci
L. monocytogenes v biofilmu.

Moznosti kontaminace miléka v prvovyroheé

Primérni zdroj L. monocytogenes v mlékarenské prvo-
vyrob& predstavuje fekédlni kontaminace’. U pieZvykavci
mize L. monocytogenes vyvolat onemocnéni manifestujici
se neurologickymi pfiznaky nebo aborty. Obvykle ale
dochazi k asymptomatickému nosiéstvi, které vede
v dasledku vylucovani L. monocytogenes ve faeces ke kon-
taminaci vnéj§iho prostiedi'. Vzicné je popisovan také

vyskyt mastitid zptisobenych L. monocytogenes. Hlavnim
zdrojem L. monocytogenes u skotu je nedostatecné fermen-
tovana silaz (pH > 4.0). Fekdlni kontaminace mléka,
v disledku nedostate¢né hygieny dojeni, muZe vést
k adhezi a rastu L. monocytogenes na zarizeni mléCnic
(potrubi, filtry, tanky), které se nasledné¢ podili na
znedisténi mléka’. Uroven kontaminace mléka L. monocy-
togenes zavisi rovnéz na technologii dojeni. Vyssi konta-
minace byla prokdzana pifi dojeni do konvi ve srovnani
s potrubnim systémem'' a pfi dojeni na stini v porovnani
s dojenim v dojirnach”.

Nélezy L. monocytogenes v syrovém mléce nejsou neob-
vyklé. Ve Spanélsku byla L. monocytogenes prokazina
u 6.1 % bazénovych vzorkG mléka’, ¢i ve Spojenych
statech u 6.5 % vzorki'”. Z vysledkii fady studii je zfejmé,
7Ze kontaminaci syrového mléka L. monocytogenes, ale
i jinymi baktériemi, je mozné predchizet zejména
dodrzovanim spravné hygienické praxe pri ziskavani mléka
v prvovyrobé. Syrové mléko a mlécné vyrobky z néj
vyrobené mohou predstavovat potencidlni nebezpeci pro
konzumenty. Pfisnd hygiena dojeni by méla byt
dodrZovana predev§im producenty mléka dodédvajicimi
syrové mléko pfimo kone¢nému spotrebiteli prostied-
nictvim mléénych automat. Tento zpdsob prodeje
syrového mléka se v Ceské republice rozsifil od roku 2009
a doposud pro néj nejsou legislativné stanovena mikrobio-
logicka kritéria.

Zdroje a cesty Sifeni L. monocytogenes
v mlékarenskych provozech

Pasteracni teploty postacuji k likvidaci listérii v mléce.
Hlavni zdroj L. monocytogenes ve finalnich vyrobcich pred-
stavuje post-pasteracni kontaminace. L. monocytogenes je
schopna preZzit vyrobu zrajicich syri.. L. monocytogenes je
schopna prezit a mnoZit se zejména na povrchu kurky.
U syrt s plisni uvnitt hmoty pak miZe dochazet ke kiiZzové
kontaminaci vnitini hmoty pfi propichovani bochnikl syra.
Z pohledu sledovani vyskytu baktérii L. monocytogenes
v potravinach je dalezité vzit v tvahu jejich schopnost
pomnozovani i pri chladirenskych teplotich. Manfreda
a kol. (2005)* detekoval na konci vyrobni linky jednoho
vyrobce baktérie L. monocytogenes ve 2.1 % vzorku syrt
s plisni uvnitf hmoty. Na konci doby spotieby téchto syrt
byla L. monocytogenes prokazana jiz u 4.8 % vzorki.

Mikrobiologickd kvalita syr je ovlivnéna predevsim
hygienou vyrobniho zafizeni a prostfedi. Ve studii, kterou
uvefejnili Brito a kol. (2008)" byla zdrojem kontaminace
syra chladici jednotka urcend k uskladnéni jiZ zpracovanych
vyrobki. V dalii praci® byly z 11.0 % pozitivnich vzork
z vyrobniho prostredi identifikovdna jako nejcastéji konta-
minovand mista prepravni nadoby (55.6%), odtokové kanaly
(30.0%) a podlahy (20.6%). U jednoho z Ceskych vyrobct
zrajicich syrti byl hlavnim zdrojem kontaminace finalnich
vyrobkt tvarovaci stroj. Na pasu tvarovaciho stroje ptichaze-
jiciho do prfimého kontaktu s vyrobkem bylo zjiSténo 33,3 %
pozitivnich nalezli, na podvozku zafizeni bylo detekovano
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72,7 % izolath". Vysledky téchto studii poukazuji na nezbyt-
nost dodrZovani pravidel spravné hygienické praxe jako pre-
vence pred sekundarni kontaminaci findlnich vyrobkda.
V disledku nevhodného pouzivani dezinfek¢nich prostredkil
hrozi nejen rozvoj rezistence, ale také vznik perzistentnich
lozisek L. monocytogenes podilejicich se na Sifeni kontami-
nace ve zpracovatelském prostiedi.

Perzistence L. monocytogenes v prostiedi
potravinaiskych provozii

Odolnost L. monocytogenes vici vnéjsim podminkam
a schopnost adaptace dovoluje témto baktériim perzistovat
v potravinarskych podnicich, a to i po dobu nékolika let.
Norwood a Gilmour (1999)'® popisuji vyssi schopnost
perzistentnich kment adherovat k nerezavéjici oceli. DalSimi
autory byla sledovana souvislost mezi vys$si rezistenci Ci
adaptaci perzistentnich kment L. monocytogenes k sani-
tacnim prostfedkm'’, tento vztah vSak nebyl potvrzen.
Carpentier a Cerf (2011)"® uvadgji, ze pravdépodobné& ne-
existuji kmeny L. monocytogenes vyznacujici se jedinecny-
mi vlastnostmi vedoucimi k perzistenci. Z tohoto pohledu
ma schopnost perzistence kazdy kmen L. monocytogenes,
ktery nalezne vhodné podminky pro riist a mnoZeni v pros-
tordch a na zafizeni potravinarskych provozil. Perzistentni
kmeny L. monocytogenes jsou vyznamnym zdrojem konta-
minace findlnich vyrobkl a Casto je jejich tplna eliminace
z vyrobniho zafizeni a prostfedi velmi obtiZna.

Moznosti vyuziti typizaénich metod pri
vyhledavani zdroju kontaminace potravin

Pouzitim typizacnich metod je mozné odhalit nedostatky
pii dodrZovani technologickych postupl pii vyrobé Cci
urovné hygieny pii vyrobé, ale i prodeji potravin. Byla vy-
vinuta fada typizacnich technik na principu PCR, jako
napfiklad RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
- PCR, REP (repetitive extragenic palindromic elements) -
PCR nebo ERIC (enterobacterial repetitive intergenic con-
sensus) - PCR.

Takzvany zlaty standard typizace predstavuje makrore-
strik¢ni analyza s naslednou PFGE (pulsed-field gelelec-
trophoresis). Makrorestrikéni analyza se vyznacuje lepsi
rozliSovaci schopnosti a reprodukovatelnosti. Standardi-
zovany protokol sité¢ PulseNet umoziiuje mezilaboratorni
i mezinarodni srovnani subtypu L. monocytogenes. Tato
metoda v soucasnosti nachdzi uplatnéni nejen pii epide-
miologickych Setfenich, ale také pfi doSetfovani zdroji
kontaminace potravin nezadoucimi baktériemi.

Dalsi moznosti typizace L. monocytogenes je vyuziti metod
zalozenych na sekvenovani DNA, jejichz vysledkem je
alelicky profil, ktery slouzi pro porovnavani izolati mezi
sebou. Jedna se napriklad o metody MLST (multilocus
sequence typing), MVLST (multi-virulence-locus sequence
typing) a MLVA (multilocus variable-number tandem repeat).
VyuZiti t€chto metod v praxi je vSak limitovano financnimi
néaklady na vySetieni a pofizovaci cenou pristroji.

Molekularni typizacni metody jsou nezbytnym néstrojem
k odliSeni vyskytu perzistentnich a neperzistentnich kment
v potravinafskych provozech, vcetné prvovyroby. VyuZiti
molekularni typizace umoznilo potvrzeni perzistentnich
kment L. monocytogenes v fad€ potravinarskych podnikd.
Aplikace typizac¢nich metod miiZze rovnéz pomoci urcit kri-
tické kontrolni body v procesu vyroby.

Zavéry a doporuceni

Na zakladé fady studii je zfejmé, Ze typizacni metody hraji
nezastupitelnou dlohu pfi odhalovani zdroji a cest Sifeni
L. monocytogenes v potravinovém fetézci. Provozovatelé
mlékarenskych podnikti by méli pribézné sledovat vyskyt
L. monocytogenes nejen ve finalnich vyrobcich, ale také ve
zpracovatelském prostredi. Potencidlni nebezpeci predstavu-
je zejména post-pasteracni kontaminace zrajicich syra, které
jsou Castym vehikulem L. monocytogenes. Vyskyt listérii by
mél byt monitorovan jak na plochich prichazejicich do
pifimého kontaktu s potravinami, tak na mistech v nepfimém
kontaktu s vyrobky (podlahy, kandly, obloZeni stén, Spatné
Cistitelna a vlhka mista). Nedilnou soucasti sledovani zdroji
L. monocytogenes v prostiedi vyroby by mélo byt vyuZiti
typiza¢nich metod umoziujicich odhalit vyskyt kment
adaptovanych na podminky provozu. Tim by mélo byt
umoznéno cilené ¢isténi a sanitace vedouci k ochrané findl-
nich vyrobkil prfed kontaminaci.

Prdce vznikla za financni podpory projektii MSMT
2B08050, MSM 6215712402 a BIOTRACER 036272 6RP
EU.
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VLIV pH A TEPLOTY SKLADOVANI
NA MIKROBIOLOGICKOU KVALITU
ACIDOFILNICH MLEK
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Effect of pH and storage temperature on the
microbiological quality of acidophilic milks

Souhrn

Byl testovan vliv pH a teploty skladovani (4 a 10 °C) na
kulturni a kontaminujici mikrofléru acidofilnich mlék.
Riaznych hodnot pH (okolo 4,2 a 3,8) bylo dosaZzeno
pouzitim rdznych ockovacich davek laktobacilové kultury
(0,05 a2 % obj.). Zatimco se denzita laktobacili béhem ctyt
tydnt skladovani drZela na hodnoté vys3i nez 1 x 10° KTJ.g",
denzita mezofilnich mlécnych kokd a kontaminujicich

mikroorganismi vyznamné klesala, a to tim vice, ¢im niZzsi
bylo pH. Prekysavani se projevilo zejména u vzorkd
skladovanych pfi vyssi teploté anebo s vyssi ockovaci dav-
kou laktobacilové kultury. Déle bylo zjisténo, Ze v prabéhu
fermentace dochazelo k vyznamnému pomnoZeni kontami-
nujicich mikroorganismd, a to z denzity fddové 10° KTJ.ml"
v pasterovaném mléce na denzitu 10° KTJ.g" ve vyrobku po
fermentaci.

Klicova slova: pH a teplota skladovéni, kontaminujici
mikroflora, acidofilni mléko, prevence mikrobiologickych
vad

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 10° CFU g'', 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
10° CFU ml! in pasteurized milk to the density 10° CFU.g"!
in the final fermented product.

Key words: pH and storage temperature, contaminating
microflora, acidophilic milk, prevention of microbial
defects

Uvod

Diky svému nizkému pH jsou fermentované mlécné
vyrobky pfirozené chranény proti vétsSiné vad zpisobenych
kontaminujicimi mikroorganismy. Nicméné i presto se
mohou urcité vady objevit (Mistry, 2001).

Nejbéznéjsi vadou je prekysavani pouzité zakysové kul-
tury a s tim spojend nadmérna tvorba aroma jako dusledek
nevhodnych podminek pfi vyrobé a skladovani vyrobku.
Déle se jedna o vady konzistence, tj. o oddélovani
syrovatky ¢i nevhodnou viskozitu. Naopak k oslabeni kul-
tury (nedostate¢nd tvorba aroma, necistd chut, pomalé
prokysavani) dochazi pfi kontaminaci zdkysové kultury
napf. koliformnimi bakteriemi nebo pseudomonadami
(Mistry, 2001).

Jestlize jsou fermentované mlécné vyrobky vyrobeny
z mléka obsahujiciho vysoky pocet psychrotrofnich
mikroorganismil, mohou mit hotkou, necistou nebo ovoc-
nou pachut (McPhee a Griffiths, 2003).

Hotka chut miZe vzniknout mimo jiné také ptisobenim
sporotvornych aerobnich bakterii (B. cereus, B. subtilis),
jejichz spory prezivaji pasteraci (Mistry, 2001). Vykliceni
spor a rust vegetativnich bun¢k zavisi zejména na pocatecni
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