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Abstrakt

Cilem prace bylo ovéfeni tcinnosti bakteriocint produko-
vanych pediokoky a enterokoKy pfi zrani syrd zrajich pod
mazem. Syry byly kontaminovany listeriemi pfed zac¢atkem
zrani nebo pred aplikaci mazové kultury. Testované pfipravky
byly aplikovany v riznych fazich zrani a poté sledovana kon-
centrace listerii. Nejlepsi vysledek byl dosazen po tplném
dozrani u syri kontaminovanych pred aplikaci mazové kultu-
ry a oSetfenych enterokokovou kulturou. Ale i u téchto syra
byla piekrocena hranice infekénosti 10> KTJ/g pro rizikové
skupiny konzumentt. V ostatnich pripadech byla koncentrace
listerii jeste vyssi. Vysledky potvrdily G¢innost bakteriocind,
ale v podminkach zrani syri pod mazem zaroven zdtraznily
vyznam sanitace a zdsad HCCP ve vyrobg.

Klicova slova: Listerie, bakteriociny, syry zrajici pod
mazem, zrani syrt, pediokoky, enterokoky.

Uvod

Cilem této prace bylo ovérit Gcinnost bakteriocint pro-
dukovanych pediokoky a enterokoky (GALVEZ a kol., 2007;
IZQUIERDO a kol., 2009) testovanou piedem in vitro na
kmenech listerii, v realnych podminkach zrani syrt. V liter-
atufe se uvadi sniZeni poctu listerii ucinkem bakteriocinil
produkovanych mléénymi bakteriemi az o 2,3 fadu (HART-
MANN a kol. 2011) u riiznych potravin, u syra Munster zra-
jictho pod mazem o 2 fady (IZQUIERDO a kol. 2009)

Nejvice ohroZené vyskytem listerii jsou syry zrajici pod
mazem. Podminky na povrchu téchto syrti s dostatecnou
vlhkosti, dostatkem Zivin i teplotou béhem zrani jsou ideél-
ni pro rozmnozovani a rychly rast poctu bunék listerii. Proto
byla pokusna zrani realizovana se syry malé velikosti zra-
jicimi pod mazem, u nichz je velky povrch a lze predpokla-
dat nejrychlejsi rozvoj populace listerii. Jako modelové
mikroorganismy byly pouzity dva kmeny Listeria innocua.

Material a pristroje

Listeria innocua CCM Brno, sb. ¢islo 4030 a NCTC, sb.
Cislo 11288

Enterococcus faecium CCDM 945

FARGO 37, suSena kultura Pediococcus acidilactici,
AMEREX Praha spol. s 1. 0.

Olomoucké tvarizky velké, odebrané po naformovani
z vyroby 17. 8. 2011.

Kvasinkovy koncentrat Candida valida JHY-23, AGRO-LA,
spol. s 1. 0., Jindfichliv Hradec, v textu déle ozna¢eni CV

Bakteriologicky koncentrat Brevibacterium linens JHB-16,
AGRO-LA, spol. s 1. 0., Jindfichiv Hradec, dile v textu
oznaceni BBL

Brain Heart Infusion, OXOID CM0225

Brilliance™ Listeria Agar Base, OXOID CM1080

Brilliance™ Listeria Selective Supplement, OXOID
SR0227%

Brilliance™ Listeria Differential Supplement, OXOID
SR0228E

Slanetz Bartley Medium, OXOID CM 0377

M 17 Broth, MERCK 1.15108

MRS Agar, MERCK 1.10660

Klimatickd programovatelnd komora APT.Line KBF
s mikroprocesorem pro fizeni teplotnich a vlhkostnich
cykli, BINDER GmBH, Tuttlingen, Germany

Pracovni postup

Dovezené naformované tvarizky byly rozdéleny po 20 ks
do zracich beden a osetfeny takto:

I.  Syry osetfeny suspenzi CV, 20 ml/20 ks syrd, po
omyti oxidacni mikroflory oSetfeni koncentratem
BBL 20 ml na 20 ks syrta. Bez kontaminace.

II. Pred zacitkem zrani oSetfeni suspenzi CV s pii-
davkem listerii (0,2 ml smési obou kmend v poméru
1:1 o koncentraci 1,41 x 10° KTJ/ml na 20 ml suspen-
ze CV), po omyti oSetfeni suspenzi BBL 20 ml1/20 ks.

III. Pred zacatkem zrani oSetfeni suspenzi CV s pfi-
davkem listerii (0,2 ml smési obou kmend v poméru
1:1 o koncentraci 1,41 x 10° KTJ/ml na 20 ml sus-
penze CV), po omyti oSetfeno postiikem BBL
20 ml1/20 ks syra s pfidavkem 2 ml kultury E. faecium
945 na 20 ml suspenze.

IV. Syry pted zacitkem zrani oSetfeny CV s ptidavkem lis-
terii (0,2 ml smési obou kmend v poméru 1:1 o kon-
centraci 1,41 x 10° KTJ/ml na 20 ml suspenze CV)
a pridavku FARGO 37 (1 ml kultury/20 ml suspenze),
po omyti oSetieno suspenzi BBL 20 ml na 20 ks syrt.

V.  Pred zacatkem zrani oSetfeni CV s pfidavkem listerii
(0,2 ml smési obou kmend v poméru 1:1 o koncen-
traci 1,41 x 10° KTJ/ml na 20 ml suspenze CV) a pii-
davkem FARGO 37 (1 ml kultury/20 ml suspenze),
po omyti osetfeno postfikem BBL 20 ml/20 ks syrtl
s pridavkem 2 ml kultury E. faecium 945 na 20 ml
suspenze.

VI. Pted zacatkem zrani oSetfeni suspenzi CV 20 ml/20 ks
syrt, po omyti suspenzi BBL 20 ml na 20 ks syra
s pridavkem listerii (0,2 ml smési obou kmenu
v poméru 1:1 o koncentraci 1,41 x 10° KTJ/ml na
20 ml suspenze) a pridavkem FARGO 37 (1 m1/20 ml
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suspenze).

VII. Pred zacatkem zrani oSetfeni suspenzi CV 20 ml/20 ks
syrt, po omyti suspenzi BBL 20 ml na 20 ks syrt
s pridavkem listerii (0,2 ml smési obou kment
v poméru 1:1 o koncentraci 1,41 x 10° KTJ/ml na
20 ml suspenze) a s ptidavkem 2 ml kultury E. fae-
cium 945 na 20 ml suspenze.

VIII. Pied zacatkem zrani oSetfeni suspenzi CV 20 ml/20 ks
syrti, po omyti suspenzi BBL 20 ml na 20 ks syrd
s pridavkem listerii (0,2 ml smési obou kment
v poméru 1:1 o koncentraci 1,41 x 10° KTJ/ml na
20 ml koncentratu CV).

V jednotlivych fazich technologického postupu zrani
byly odebirany vzorky (2 celé syry) z kazdé skupiny
a stanoven u nich pocet listerii. Syry byly odebirany a pro
stanoveni homogenizovany celé, protoZe vzhledem k jejich
velikosti nebylo mozné rozliSovat povrch a vnitfek syra.
Vsechny vysledky se tedy vztahuji k celkové hmoté€ syra.

Dalsi vzorky byly odebrany a analyzovany stejnym zpu-
sobem po ukonceni zrdni a pied zabalenim do expedi¢ni
félie po 6 ks.

Posledni vzorky byly odebrany po skladovani, tj. iplném
dozrani syrt, z celého baleni po 6 ks primérny vzorek.

Zréani probihalo v klimatické komote Binder v oddélenych
kontejnerech prekrytych mikrotenovou félii pro mikrovinné
trouby (s perforaci). Podminky zrani: suseni 23 °C, 85% rel.
vlhkosti, 3 dny; zrani 18 °C 85% rel. vlhkosti, 4 dny;
skladovani 15 °C a 85% rel. vlhkosti, 10 dni.

Koncentrace oSetiujiciho pfipravka Fargo 37 byla stanove-
na podle doporuceni vyrobce 2 g na 1 kg syra a pred aplikaci
ovéfena denzita na MRS agaru. Enterokokova kultura byla
nakultivovana v obnoveném odstfedéném mléce s pridavkem
kvasni¢ného autolyzatu a denzita pred pouZzitim ovéfena na
Slanetz-Bartley agaru. Béhem zrani nemohla byt denzita pfi-
danych bakterii stanovovéna, protoZe syry obsahovaly uz po
formovéani enterokoky a laktobacily a kultivacné nebylo
mozné rozliSit pavodni a pfidanou mikrofl6ru. Pro stanoveni
pediokokt v povrchovém mazu syri, které navic obsahuji
laktobacily, v prabéhu rychlého zrani nebylo zadné
doporucované kultivacni médium dostateéné selektivni.

Vysledky a diskuse

Ve skupiné kontrolnich syra zrajicich bez kontaminace I.
byl ve vSech fazich zrani obsah listerii nizsi nez 10 KTJ/g.
Lze predpokladat, Ze buiky listerii nebyly v nafor-
movanych syrech pfitomny vibec a Ze vysledky dalSich
skupin syrt se tykaji pouze kontaminace nami zanesené.

Skupiny II. az V. byly kontaminovany malym mnozstvim
listerii. V suspenzi CV pouzité k osetfeni téchto syrt byla
koncentrace listerii 1,41 x 10° KTJ/ml a pied zaCitkem
zrani v syrech byla stanovena niz§i nez 10 KTJ/g.
U skupiny IV. a V. byl do suspenze CV kromé kontaminace
pridan jesté ptipravek FARGO 37.

Na konci oxidaéni faze se koncentrace listerii zvySila na
detekovatelnou mez 10 KTJ/g u skupiny II. a III., u dalSich
dvou skupin IV. a V. na 40 KTJ/g. Po smyti oxida¢ni
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Graf é. 1 Zmény poctu listerii v pribéhu zrani syrd
kontaminovanych na zacatku zrani podle
zplisobu oSetreni.

mikroflory byla u skupiny III. a V. pfiddna do suspenze
BBL jesté kultura enterokokid. Koncentrace listerii u takto
oSetfenych syr@t byla po zrani niz$i (u skupiny III.
2,33 x 10° KTJ/g a u skupiny V. pak 4,95 x 10° KTJ/g) nez
u syrt oSetfenych jenom pridavkem piipravku FARGO 37
(skupina IV. - 7,14 x 10° KTJ/g) a viibec neoSetfenych
(skupina II. - 1,28 x 10* KTJ/g). Po dplném dozrani
zabalenych a skladovanych syrti byla koncentrace listerii
u syra oSetfenych na zacatku celého procesu zrani
pripravkem FARGO 37 (skupina IV.) o 1 fad nizsi nez
u syri osSetfenych enterokoky v suspenzi BBL a téméf
o 1,5 fadu niZs8i neZ syry neoSetfené zadnym ptipravkem.
Stanovené pocty listerii jsou zndzornény v grafu ¢. 1.
Skupiny VI. az VIII. byly kontaminovany po omyti oxi-
dacni mikrofléry pridavkem listerii do suspenze BBL (kon-
centrace listerii v suspenzi byla 10° KTJ/ml). Do suspenze
BBL s kontaminaci byl u skupiny VI. pfiddn pfipravek
FARGO 37, u skupiny VII. enterokokova kultura a syry ze
skupiny VIII. nebyly oSetfeny Zadnym piipravkem.
Koncentrace listerii po zrani byla nejnizsi u skupiny syrt
oSetfenych enterokokovou kulturou (skupina VII.)
8,80 x 10> KTJ/g a i po dozrani zabalenych syra byl obsah
listerii u této skupiny nejnizsi - 2,41 x 10*. Syry ze skupiny
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Graf é. 2 Zmény poctu listerii v prabéhu zrani syrd konta-
minovanych po omyti podle zplsobu oSetreni.
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VI. osetfené piipravkem FARGO 37 vykazovaly koncen-
traci listerii po zrani o 2 fady vys$i nez predchézejici
skupina - 3,6 x 10* a po dozrani nejvy3si ze skupin konta-
minovanych timto zpiisobem - 1,71 x 10° KTJ/g syra. Syry
pouze kontaminované a neoSetfené zZadnym piipravkem
mély po zrani 2,94 x 10° a po dozréni 4,62 x 10" KTJ/g lis-
terii. Vysledky jsou uvedeny v grafu ¢. 2.

Zaver

Vysledky vSech pokusnych zrani s kontaminaci a pfi-
davky oSetfujicich pfipravktl s antilisteridlni aktivitou
testované pfi modelovych zranich ukazaly, Ze jejich ucin-
nost v této fazi vyroby je prokazatelna, ale nedostacujici
k potlaceni listerii pod limit uvadény jako zdravi
ohrozujici. Pravé u syrt zrajicich pod mazem, které maji
nejlepsi podminky pro riist a rozmnozovani listerii, dochazi
pfi jejich pouZiti jenom k castecnému omezeni jejich
rozvoje o jeden nebo dva fady, ale pokud kontaminace lis-
teriemi nastala uZ pred vlastnim zranim nebo v jakékoliv
dalsi fazi zrani, vzdy se listerie rozmnozily a byly zjiStény
v syrech v riizném stupni zralosti v rozmezi 10> az 10°.
Narizeni komise (ES) ¢. 2073 z roku 2005 o mikrobiolo-
gickych kritériich pro potraviny, platné od 1. 1. 2006, uvadi
jako povoleny limit 100 KTJ/g. Za infekéni davku Listeria
monocytogenes lze povazovat hodnoty nad tuto hranici
predevsim pro rizikové skupiny obyvatelstva. Prakticky ve
vSech skupinach pokusného zrani, kromé syrti kontamino-
vanych aZ po omyti a oSetfenych enterokokovou kulturou
pred tplnym dozrdnim, obsah bunék listerii vyjadfeny jako
pocet KTJ/g po dozréani presdhl tuto hranici nezavadnosti
pro rizikové skupiny obyvatelstva.

Pritom je nutné uvést, Ze technologicky postup vyroby syri
zrajicich pod mazem nelze upravit tak, aby byla vytvorena
teplotni nebo jind fyzikalni bariéra, aniz by byl zménén charak-
ter syra. Stejné tak nelze zménit bakteridlni sloZeni mazu napt.
ve prospéch bakterii produkujicich bakteriociny ucinné proti
listeriim aniZ by se zménily typické vlastnosti syra. Jedinym
moznym zasadnim opatfenim pfi vyrobé mékkych syra zra-
jicich pod mazem proti vyskytu listerii tedy zstava disledné
dodrzovani sanitacnich predpist a zasad HACCP.

Price byla umoznéna diky finanéni podpote MSMT
v rdmci grantu 2B08050 a vyzkumného zaméru MSM
2672286101.
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STANOVENI
MIKROBIOLOGICKYCH
PARAMETRU MLEKA ZA UCELEM
VYKUPU A PROPLACENI

Peroutkova Jitka, Elich Ondrej, Pechacova Marta,
Chmurova Jana
MILCOM a.s.

Determination of microbiological parameters
of milk for the purchase and payment

Abstrakt

V této praci byl sledovan vliv skladovacich podminek tj.
teploty, délky skladovani a pouziti dvou moznych konzer-
vacnich &inidel, jejichZ pouZiti vychézi z CSN, na jednotlivé
skupiny mikroorganismii, které tvoii béznou mikrofléru
syrového mléka. Testovanymi mikroorganismy byly kmeny
z Ceské sbirky mikroorganismiéi v Brn& Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955, St. aureus CCM 4516, E. coli CCM
3954 a mikroorganismy ze Sbirky mlékarskych mikroor-
ganism@ Laktoflora® Lactobacillus helveticus CCDM 447
a smetanova kultura CCDM 1. Stanoveni byla provadéna
instrumentalné i klasickou metodou. Teplota skladovani
2 a 6 °C, stejné tak prodlouzeni doby skladovani z 24 na
48 hodin neovlivnilo denzitu mikroorganismu. Simulaci
nesetrného zachdzeni s mlékem byla zjiSténa vyssi denzita
u kmene St. aureus o 1 tad, ale az po 48 hodinich
skladovani. Pouzita konzervacni ¢inidla, Heschenovo ¢inid-
lo a Azidiol, nevykazuji rozdily v konzervacnich tcincich.

Klicova slova: mléko, skladovaci podminky, teplota,
konzervacni ¢inidlo

Abstract

In this work was the storage conditions as temperature,
time of storage and using two preservatives used in accor-
dance with the standard in relation to individual groups of
microorganisms, which constitute normal micro flora of
raw milk was monitored. Tested microorganisms were
strains from Czech collection of microorganisms Brno
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, St. aureus CCM
4516, E. coli CCM 3954 and next from Culture collection
of dairy microorganisms Laktoflora® Lactobacillus helveti-
cus CCDM 447 and cream culture CCDM 1. Analyses were
performed by instrumental and classical method. The tem-
perature storage 2 and 6 °C and as well as prolonged
storage time from 24 to 48 hours doesn’t influence the den-
sity of bacteria. The simulation of inconsiderate mani-
pulation with milk leads to a risen density of St. aureus one
order of magnitude, but up to 48 hours. Using of preserva-
tives, Heschen and Azidiol, doesn’t show differences in
preservation effect.
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