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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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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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Uvod

Automatické pfistroje pro rychlé pocitini celkového
poctu mikroorganismi (ddle CPM) jsou vhodnou alterna-
tivou ke stanoveni CPM klasickou plotnovou metodou
(Lachowsky a kol., 1997; Ramsahoi a kol., 2011).

V syrovém mléce jsou nejbéznéjSimi mikrobidlnimi kon-
taminanty koliformni bakterie, pseudomonazy, stafy-
lokoky, ale syrové mléko obsahuje i mikroorganismy, které
jsou v syrovém mléce zadouci, tzn. laktobacily a laktokoky,
jelikoz upravuji pomér kyselinotvornych a alkaligennich
bakterii z celkového poétu mikroorganismi. Z hodnoceni
bactoscanového Cisla a denzity bakteridlni suspenze lze
vyvodit linearni vztah. Spravna detekce s pouZitim fluo-
rescencnich optickych metod je zavisla na druhu mikroor-
ganismu, ale také na fyziologickém stavu bunék, jelikoz
vitdlni bunky, u kterych probiha aktivné metabolismus,
fluoreskuji pfi barveni akridinovou oranzi jasné oranzZové
v porovnani se slabé zelenou fluorescenci u metabolicky
neaktivnich bunék (Rapposch a kol., 2000).

Ke zméndm analyzovanych parametrti pfispivd mnoho
faktori, mimo jiné i zptisob uchovy vzorkt od jejich odbéru
az do analyzy. Pokud vzorky nejsou po odbéru ihned zpra-
covany, je nezbytné nutné zajistit vhodny zpiisob konzer-
vace. U nekonzervovaného vzorku mléka, skladovaného pri
teploté¢ 4 - 10 °C, dochazi k vyraznému zvySeni poctu
mikroorganismt jiz béhem 24 hodin po odbéru (Sierra
a kol., 2009). Dle CSN 57 0539 je doporucovano pouZiti
dvou konzervacnich ¢inidel vhodnych soucasné pro
stanoveni mikroorganismi jak klasickou tak instrumentélni
metodou. Heschenovo ¢inidlo, obsahujici jako konzerva¢ni
slozku stl kyseliny sorbové, umoziuje skladovat vzorky pri
teploté 5 - 10 °C nejdéle 48 hodin. Druhé konzervaéni €inid-
lo - Azidiol, obsahujici antibiotikum chloramfenikol, pfi
stejnych skladovacich podminkach prodluzuje dchovnost
vzorki az na 10 dntt (CSN 57 0539). Elizondo a kol. (2005)
ovérovali konzervacni ucinky Azidiolu u ovéiho mléka pii
pouziti dvou riznych davek tj. standardni predepsané
mnozstvi a poloviéni davka. Obé davky byly dostacujici pro
uchovani mléka pfi 6 °C - 2 °C po dobu tfi dnd, nebo pfi
pokojové teploté po dobu 15 hodin.

Material

- UHT mléko 3,5 % tuku
- kmeny z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné ve formé
Zelatinovych diska
* Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
e Staphylococcus aureus CCM 4516
e Escherichia coli CCM 3954
- kmeny ze Sbirky mlékarskych mikroorganismu
Laktoflora®, mate¢né mlééné kultury v tekuté formé
e Lactobacillus helveticus CCDM 447
* smetanova kultura CCDM 1

Zamérné byly vybrany kmeny, které vytvareji fetizky. Pri
mechanickém, naméhani mléka se zvySuje moznost roz-
padu fetizki na jednotlivé buiiky a tim se zvySuje
pravdépodobnost stanoveni vyssi denzity mikroorganisma.
- konzervaéni ¢inidla

» Heschenovo cinidlo

* Azidiol

Piprava vzorkii

Pro pfipravu vzorki bylo tfeba stanovit denzitu
u pouzitych kmend, prostfednictvim klasické plotnové
metody jako celkovy pocet mikroorganismii dle CSN EN
ISO 4833. U mikroorganismt ve formé Zelatinového disku
bylo pfipraveno 0. fedéni vlozenim 1 disku do 100 ml
fyziologického roztoku.

Dle denzity kmenu byly pridavany kultury do UHT plno-
tu¢ného mléka metodou standardniho piidavku tak, aby
vyslednd denzita od kazdého kmene byla cca 10° KTJ
a 10° KTJ/ ml. Tyto dvé& denzity byly zvoleny, aby modelo-
valy vysoce kvalitni mléka a mléka s mezni hodnotou CPM
dle CSN 57 0529. U kmene Pseudomonas byly pfipraveny
pouze vzorky s denzitou 10° KTJ, vzhledem k nizké
vychozi denzité Zelatinového disku, ziskana realnd denzita
vSak odpovidala vys$si hodnoté. Konzervanty byly
pfipraveny a dévkovany dle CSN 57 0539.

Vysledky

Rozbory byly provadény paralelné klasickou plotnovou
metodou jako stanoveni celkového poctu mikroorganismi
dle CSN EN ISO 4833 a instrumentélni metodou na dvou
pristrojich (BactoCount IBC 50 - Bentley). Vysledek
z pfistroje BactoCount byl ziskan jako primérnd hodnota
ze dvou méreni. Hodnoty ziskané obéma metodami byly
prevedeny na dekadicky logaritmus. Méfeni bylo opako-
vano ve dvou sériich.

Bylo sledovano nékolik zavislosti:

1/vliv skladovaci teploty a doby skladovani u vzorkt
konzervovanych Heschenovym cinidlem: rozbory byly
provedeny po 24 a 48 hodinédch skladovani pfti teplotich
2 a 6 °C. Béhem skladovani pfi téchto teplotich za
24 1 48 hodin nedoslo ke zméné denzity mikroorganismui

Tab. 1 Simulace ne$etrného zachézeni s mlékem u vzorkd
s nizsi denzitou, stanoveni klasickou plotnovou
metodou, konzervant Heschenovo ¢inidlo

podminky A log KTJ/ml
skladovani 1. méreni 2. méfeni
Staphylococcus aureus 6°C/24h 0,02 0,06
6°C/48 h 0,91 1,00
E. coli 6°C/ 24 h -0,14 0,03
6°C/48 h 1,00 -0,07
Lactobacillus helveticus 6°C/24h -0,37 0,07
6 °C/48 h -0,28 0,03
smetanova kultura 6°C/ 24 h 0,15 0,07
6°C/48 h 0,12 0,10
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Tab. 2 Simulace nesetrného zachdzeni s mlékem u vzork( s vy$$i denzitou, stanoveni instrumentginé a klasickou plotnovou

metodou, konzervant Heschenovo Cinidlo

A log KTJ/mi

podminky 1. méreni

skladovani 1. pfistroj 2. pristroj
Pseudomonas aeruginosa 6°C/ 24 h 0,38 0,02
6°C/48 h 0,42 -0,03
Staphylococcus aureus 6°C/24h 0,02 0,00
6 °C/48 h 0,02 0,01
E. coli 6°C/24h -0,06 0,01
6°C/48 h 0,07 0,01
Lactobacillus helveticus 6°C/24h -0,20 -0,01
6 °C/48 h -0,04 -0,01
smetanova kultura 6°C/24h -0,22 -0,13
6 °C/48 h -0,18 -0,10

2. méfeni
klasicka metoda 1. pfistroj 2. pristroj klasicka metoda
-0,07 0,03 0,01 0,03
-0,02 0,02 0,09 -0,09
-0,23 0,05 0,01 0,07
-0,03 0,04 -0,04 0,18
-0,12 -0,01 -0,04 -0,17
-0,15 -0,02 0,00 -0,32
-0,32 0,04 -0,02 0,09
-0,29 -0,01 0,02 0,04
-0,04 0,03 0,03 -0,02
-0,22 -0,06 0,00 0,01

nad ramec mikrobiologické chyby. Rozdil log KTJ/ml
byl mensi nez 0,45 u klasické metody s vyjimkou vzorku
Lbc. helveticus s denzitou 10* KTJ/ml (0,72 log KTJ/ml).
U vysledku ziskanych instrumentdlni metodou se hodno-
ty pohybovaly od 0,02 do 0,29 log KTJ/ml max.

Graf é. 1 Simulace neSetrného zachazeni s mlékem
stanoveni klasickou plotnovou metodou,
konzervant Heschenovo cinidlo
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Tab. 3 Vliv pouZitého konzervacniho Einidla u vzorkd s nizsi
denzitou, skladovani 6 °C/24 h, stanoveni klasickou
plotnovou metodou

A log KTJ/ml
. méreni 2. méfeni
St. aureus -0,98 1,11
E. coli -1,35 -0,26
Lactobacillus helveticus -0,37 0,04
smetanova kultura 0,95 -0,16

2/ vliv nesetrného a opakovaného precerpavani mléka: si-
mulace byla provedena tfepanim mléka na vortexu po
dobu 5 minut, vzorky byly skladovany pfi 6 °C, rozbory
byly provedeny po 24 a 48 hodinach, hodnoty mlék
vystavenych mechanickému namahéni byly srovnavany
s kontrolnimi vzorky bez tfepani. Vysledky jsou uvede-
ny v tabulce ¢. 1 a 2 jako A log KTJ. Nartst denzity byl
zjistén u kmene St. aureus o cca 1 rad, ale az po 48 ho-
dinich skladovani.

3/ vliv pouzitého konzervacniho c¢inidla (Heschenovo ¢inid-
lo, Azidiol), rozbor byl proveden po 24 hodinové ichové
vzorku pfi 6 °C. Vysledky jsou uvedeny v tab. ¢. 3 a 4.
V tabulce €. 1 a 3 jsou u vzorku s realnou nizZsi denzitou

tj. 10° a 10* KTJ/ml uvedeny vysledky ziskané pouze plot-

novou metodu, jelikoZ vstupni surovina (mléko) méla pri
pouZiti instrumentalni metody hodnoty impulsii nad denzi-
tou 10°, denzita 10* KTJ/ml byla limitni.

Zaver

Byly sledovany vzorky konzervované Heschenovym
¢inidlem uchovavané za rozdilnych podminek pfi teploté
2 a 6 °C po dobu 24 a 48 hodin. U vzorku s nizsi denzitou
byl stanoven pocet mikroorganismt klasickou plotnovou
metodou. U vzorkd s denzitou 10* a vy3si byly vzorky
méfeny také automatickymi pfistroji BactoCount. Pfi
srovnani vysledku vzorkl skladovanych pfi riznych pod-
minkach byl rozdil A log KTJ/ml mensi nez 0,45 u klasické
metody s vyjimkou vzorku Lbc. helveticus s denzitou
10* KTJ/ml. U vysledki ziskanych instrumentalni metodou

Tab. 4 Vliv pouzitého konzervaéniho Einidla u vzork( s vy$$i denzitou, skladovéni 6 °C/24 h, stanoveni instrumentainé

a klasickou plotnovou metodou

1. méieni
2. pristroj

1. pristroj

Ps. aeruginosa 0,60 0,15
St. aureus 0,29 0,29
E. coli 0,11 0,10
Lactobacillus helveticus -0,36 -0,03
smetanova Kultura 0,20 0,03

A log KTJ/ml
2. méfeni
klasicka metoda 1. pfistroj 2. piistroj klasicka metoda
-0,13 0,18 0,17 -1,07
0,00 0,42 0,40 0,04
-0,62 0,24 0,32 0,01
-0,32 0,26 0,20 0,20
0,00 1,02 0,87 -0,80
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byl A log KTJ/ml max. 0,29. Lze tedy konstatovat, Ze
rozdilné podminky skladovani v rozmezi 2-6 °C a délka
skladovani 24 a 48 hodin neovlivnily denzitu mikroorga-
nismu. Rozdily se pohybovaly v chybé mikrobiologické
metody.

Déle byl sledovan vliv neSetrného zachazeni s mlékem na
denzitu mikroorganismd. Cast vzorkii byla po piipravé
tfepana po dobu 5 minut na laboratorni tfepacce a po té
skladovana po dobu 24 a 48 hodin pfi teploté 6 °C.
U vzorkll obsahujicich kmen Stz. aureus v denzité¢ 10*
(tab. ¢. 1) byla zjistén nartist o cca 1 tad, ale aZ po 48 hodi-
novém skladovéni. U ostatnich vzorkd nebyl zjistén rozdil
vétsi nez 0,37 log. Nartst denzity u vzorku E. coli s denzi-
tou 10* pfi klasickém stanoveni nebyl pii opakovani
potvrzen. Vliv nesetrného zachdzeni s mlékem u kmene
St. aureus 1ze zduvodnit morfologii tohoto rodu. Koagu-
lazopozitivni stafylokoky se v syrovém mléce vyskytuji,
ale vétSinou nikoli jako dominantni mikrofldra, proto by se
tento jev v syrovém mléce, pfi zastoupeni riiznych druh,
nepromitl do celkového poctu mikroorganismd.

Byl testovan vliv pouZitého konzervaéniho Ccinidla -
Heschenova cinidla a Azidiolu na denzitu mikroorganismi
pri 6 °C/24 hodin. Byly zjistény vétsi rozdily mezi konzer-
vanty, u nékterych vzorku i o vice nez jeden rad, ale jelikoZ
vykyvy denzity byly v kladnych i zapornych hodnotach,
nelze to pric¢itat vlivu konzervacniho ¢inidla.

Podékovdni

Prace vznikla s finanéni podporou Ministerstva Skolstvi,
mlddeZe a t&lovychovy Ceské republiky v rdmci feSeni
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INDIKACE BAKTERIOFAGU

V RIZIKOVYCH PROVOZECH
A MOZNOSTI MINIMALIZACE
ZTRAT

Jitka Peroutkovd, Marta Pechaéovd, Alexandra Salakova
Wzkumny ustav mlékdrensky s r.o.

Indication of bacteriophage in high-risk
operations and possibilities of minimize losses

Abstrakt

Bakteriofagova kontaminace zejména v technologii
vyroby syru, ale i pfi vyrobé fermentovanych vyrobk, je
zavazny problém, ktery muZe zplsobit, dle rozsahu
napadeni fagem, v lepSim piipadé prodlouZeni technolo-
gického procesu vyroby, v horS§im pripadé veliké
ekonomické ztraty. Vzhledem k aktudlnosti, byla této
problematice vénovdna pozornost a v ramci feSeni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101 byla vypracovana
certifikovana metodika s cilem podat ucelené shrnuti metod
zjistovani bakteriofdga a upozornit na kriticka mista v tech-
nologiich vyroby syri, tvaroht i fermentovanych vyrobki.
V metodice jsou doporuceny kroky, které je tieba v pri-
béhu technologie udélat tak, aby ekonomické ztraty a zdra-
votni riziko pfi prukazu bakteriofdga bylo minimalni.

Klicova slova: bakteriofag, sanitace, fagorezistentni kul-
tura, rotace kultur

Abstract

Bacteriophage contamination could cause serious prob-
lems in fermented products processing and especially, during
cheese ripening. The consequence could be prolongation of
technological procedure or also economic losses depending
on the extent of phage attack. This problem is a topical issue
nowadays and due to this reason, problem of bacteriophage
contamination was a target also in dealing with research
project MSM No. 2672286101. Within above mentioned
project, a certified methodology was developed. The aim of
this methodology was to point out some of the most critical
places in cheese, quark and fermented products processing
and to give comprehensive information about the methods of
phage determination. In the methodology, important steps to
avoid phage contamination during processing in order to
minimize economic losses are included.

Key words: bacteriophage, sanitation, phage-resistant
culture, rotation of cultures

Uvod

Pfitomnost fagh byla zjiSténa v nejriznéjSich odvetvich
primyslu od potravinafského, chemického, farmaceutic-
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