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Tab. V Obsah laktosy v mlééném vzorku s pfidavkem retentat( (RB a RO) a su$eného nizkotuéného (SNM) a plnotuéného

miéka (SPM) technikou HPLC

Laktosa RB RO SNM SPM

g100g 1 2 3 1
HPLC 459 4,60 459 4,65 4,66
Bilance® 4,65 4,64 4,63 4,67 4,69

4,93 5,20 5,60 4,94 5,23 5,66
4,89 519 5,63 4,90 5,20 5,67

Vysledky jsou primérem ze dvou stanovent.

® vypoctend predpoklddana koncentrace laktosy vychazejici z hmotnostni bilance hodnot laktosy v piivodnim materidlu a jednotlivych pridavcich stanovené technikou HPLC a ovéfené

enzymatickym stanovenim laktosy.

navySen na 3,3 % ve vzorkcich oznacenych 1 (RB 1, RO 1,
SNN 1 a SPM 1); 3,5 % (ve vzorkcich oznacenych 2) a 3,8 %
(ve vzorcich oznacenych 3). V tabulce IV je uveden obsah
bilkovin a laktosy v piivodnich materidlech.

Vysledky stanoveni obsahu laktosy v modelovych
mlécnych vzorcich se zménénym obsahem bilkoviny
v susSiné technikou HPLC jsou uvedeny v tabulce V. Pfi
navySeni mlécné bilkoviny pridavkem retentatti a suSeného
mléka mize dochazet ke zméné obsahu laktosy v zavislosti
na jejim obsahu v piivodnim materidlu. Ve vzorcich s pfi-
davkem retentiti k vyznamné zméné obsahu laktosy
nedochazi. V ptivodnim mléce byl stanoveny obsah laktosy
4,65 g/100 g a v modelovych vzorcich byl obsah stanoven
v rozmezi 4,59 az 4,73 g/100 g. Vysledky odpovidaly pred-
poklddanému obsahu laktosy vypocitané hmotnostni
bilanci z technikou HPLC stanovenych hodnot laktosy
v puvodnim materidlu (pasterovaném mléce) a v jed-
notlivych pridavcich. Spravnost stanoveni laktosy ve
vzorku pasterovaného mléka byla ovéfena soubéznym
stanovenim obsahu laktosy v referenénim materidlu
zmrazeného syrového mléka muva-RO-0717 (viz vyse). Ve
vzorcich retentati RO a RB a suSenych mlék SNM a SPM
byla spravnost stanoveni laktosy technikou HPLC ovéfena
enzymatickym stanovenim laktosy (viz Material a metody;
Tabulka IV). Vyznamny narast obsahu laktosy, v rozmezi
4,93 az 5,66 g/100 g, byl zaznamenan ve vzorcich s pii-
davkem suSenych mlék. Vysledky stejné jako u pfidavku
retentatd odpovidaly pfedpokladané hmotnostni bilanci.

Zaver

Pro stanoveni laktosy v mlé¢nych vzorcich se zménénym
obsahem mlééné suSiny byla uspésné verifikovana
a pouzita metoda stanoveni laktosy technikou vysokoucin-
né kapalinové chromatografie s vnitfnim standardem
monohydratu D(+)-melezitosy. Bylo zjiSt€éno a hmotnostni
bilanci ptivodnich materialti ovéfeno, Ze testované navyseni
obsahu bilkovin v mlééné matrici pfidavkem retentdatu RO
a RB nema vyznamny vliv na obsah laktosy v ptivodnim
mléce. V pripadé navySeni obsahu bilkovin suSenym
mlékem nizkotu¢nym a plnotuénym byl zaznamenin
vyznamny narst obsahu laktosy, v rozmezi o 0,28 az
1,01 g/100 g v zavislosti na pridavku suseného mléka.
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Fresh cheeses safety from the prospective
of staphylococcal enterotoxin production

Abstrakt

Cilem této studie bylo hodnoceni rtstu S. aureus a tvor-
by stafylokokovych enterotoxinti v podminkdch modelu-
jicich prostredi Cerstvych syrd a porovnani vyslednych
rustovych kiivek s kfivkami programu prediktivni mikro-
biologie. Prostiedi cerstvych syrt bylo modelovano v Brain
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Heart Infusion Broth media (BHI) vnitfnimi a vnéjSimi fak-
tory (pH = 5,5, 2 % NaCl, t = 15 °C). Déle bylo v pokusu
za stejnych internich a externich podminek pouZito pas-
terované mléko z trzni sité, jakoZto potravinovd matrice.
Pocty enterotoxinogennich kment S. aureus pfi inokulaci
modelovych vzorkil odpovidaly poctim obvyklym béhem
vyroby cerstvych syrt v disledku post-pasterani konta-
minace. Stanoveni po¢tl S. aureus bylo provadéno dle CSN
EN ISO 6888-1 za pouziti kultivacniho média Baird-Parker
agaru. Detekce stafylokokovych enterotoxinti byla reali-
zovana metodou ELFA (enzyme-linked fluorescence assay)
na pfistroji miniVIDAS®. Ristové kivky ziskané mode-
lovymi pokusy byly porovnany s ristovymi kiivkami
vytvofenymi v programu prediktivni mikrobiologie
(Pathogen Modeling Program). Vysledky této studie
potvrdily vhodnost pouziti programu PMP (Pathogen
Modeling Program) pii kontrole bezpecnosti potravin
a v systému HACCP. Tyto zdvéry mohou pomoci produ-
centiim pfi vyrobé Cerstvych syrt jako prevence rustu
S. aureus a produkce enterotoxint.

Klicova slova: Staphylococcus aureus, ELFA, miniVI-
DAS®, Pathogen Modeling Program, bezpecnost potravin

Abstract

The aim of this study was to evaluate the ability of
Staphylococcus aureus to grow and the staphylococcal
enterotoxins production in the environment which was mo-
deling fresh cheese. The fresh cheese environment was mo-
deled in Brain Heart Infusion Broth media and food matrices
- pasteurized milk from retail outlets by internal and external
factors (pH = 5.5, 2 % NaCl, and t = 15 °C). The counts of
enterotoxigenic strains of S. aureus at baseline, i.e. at the
time of inoculation of model samples, corresponded to those
encountered in the production of fresh cheeses as a result of
post-pasteurization contamination. Enumeration of S. aureus
was performed in accordance with EN ISO 6888-1, using
agar medium. Staphylococcal enterotoxins were detected by
the enzyme-linked fluorescence assay. The growth curves of
S. aureus derived from model experiments were compared
with the growth curve generated by a predictive microbiolo-
gy program - Pathogen Modeling Program. The results of
this study proved the Pathogen Modeling Program to be
suitable for use in the Hazard Analysis Critical Control
Points system in the process of the fresh cheese production
to help manufacturers prevent the growth of S. aureus and
enterotoxin production.

Key words: Staphylococcus aureus, ELFA, miniVIDAS®,
Pathogen Modeling Program, food safety

Uvod

Celkovy pocet mikroorganismi a vyskyt patogenti jsou
indikatory zdravotni a hygienické bezpecnosti syrového
mléka (Hubackova a Rysanek, 2007). Staphylococcus
aureus je vyznamny patogenni mikroorganismus zpusobu-
jici alimentdrni onemocnéni. Z hlediska mikrobiologie

potravin je klicovym faktorem schopnost nékterych kment
tvofit termostabilni enterotoxiny, které jsou pficinou
onemocnéni z potravin, nejcastéji stafylokokovych entero-
toxik6éz a gastroenteritid (Scherrer et al., 2004).
Stafylokokova enterotoxikdéza ma rychly nastup a rychly
prabéh. Symptomy otravy stafylokokovymi enterotoxiny
jsou bolesti bficha, nevolnost, zvraceni, nékdy doprovazené
prijmem (nikdy vSak pouze prijem). Nastup piiznaku je
rychly (30 min - 8 hodin po pozfeni kontaminované
potraviny), symptomy zpravidla odezni spontanné¢ béhem
24 hodin (Loir et al., 2003).

S. aureus je povazovan za hlavniho plivodce mastitid
krav (Rabello et al., 2007) a byva detekovan v mléce
a mléénych vyrobcich (Morandi et al., 2009; Ertas et al.,
2010). Potraviny mohou byt kontaminovany i sekundarné
a to nejcastéji tak, Ze je tato patogenni bakterie pfitomna na
kazi pracovnikd manipulujicich s potravinami (Sattar et al.,
2001).

V prabéhu vyroby, skladovani a distribuce mléka
a mléénych vyrobkti se mohou bakterie mnozit a nasledné
produkovat stafylokokové enterotoxiny (SEs). Zatimco
stafylokoky lze znicit snadno, enterotoxiny prezivaji prak-
ticky vSechny technologické procesy. Z hlediska onemoc-
néni z potravin mize za vhodnych podminek 50 - 75 %
kmenl S. aureus produkovat termostabilni enterotoxin
(Morandi et al., 2009). V soucasné dobé je popsano 22 typu
stafylokokovych enterotoxinii oznacenych pismeny A-V
(Argudin et al., 2010), z nichZ v potravinach je nejfrekven-
tovanéjSi SEA. Za nejCastéjsi puvodce intoxikaci jsou
kromé SEA povazovany SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED,
SEE a dal$i nové enterotoxiny.

Jako zakladni parametr pro hodnoceni bezpecnosti
potravin je povazovano zjisténi poctu Zivotaschopnych bak-
terii S. aureus v potraviné (Wallin - Carlquist et al., 2010).
Jablonski a Bohach (2001) uvadéji, Ze pocty S. aureus
v rozmezi jiz 10° - 10° KTJ/g mohou vyprodukovat takové
mnoZstvi enterotoxinu, které miiZze predstavovat pro konzu-
menta riziko. Mnohem piesnéjsi cesta, jak zjistit, zda je
potravina skute¢né bezpecnd, se vSak jevi prikaz SEs
pfimo v potravinach (Wallin - Carlquist et al., 2010).
Ackoli jiz pasteracni teploty nici bakterie S. aureus, ter-
mostabilni enterotoxin pretrvava a zachovava si svoji bio-
logickou aktivitu (Asao et al., 2003).

S ohledem na zajiSténi bezpecnosti potravin a zdravi
konzumenta a vzhledem k riziku vzniku onemocnéni stafy-
lokokovou enterotoxikézou se podle nafizeni komise (ES)
¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny
ve znéni pozdéjSich predpisit nafizuje u vybranych
kategorii potravin stanovovat pocet koaguldzapozitivnich
stafylokokll a prokazovat nepritomnost stafylokokovych
enterotoxind, pokud je v nich zji§tén pocet koaguldzapozi-
tivnich stafylokokti vyssi nez 10° KTJ/g.

Nase studie monitorovala rast Sesti kment S. aureus
a jejich schopnost produkovat enterotoxiny v kultivacnim
médiu (BHI) simulujici prostiedi cerstvych syrt a v mode-
lové potravinové matrici. Dosazené vysledky mohou
slouzit vyrobctim Cerstvych syrt jako informace, jak pred-
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chazet rastu S. aureus a produkci stafylokokovych entero-
toxind v procesu vyroby cerstvych syrti a soucasné hodnoti
moznost pouziti programu prediktivni mikrobiologie pfi
zajisténi bezpecnosti téchto mléénych vyrobki.

Material a metodika

Vzorky

V modelovych vzorcich bylo Sesti enterotoxinogennimi
kmeny S. aureus zaockoviano BHI médium (Brain Heart
Infusion, HiMedia, India) a potravinovd matrice (pas-
terované kravské mléko). Tyto kmeny byly izolovany
z riznych druhd mléka a mléénych vyrobki a byly
uchovany ve sbirce mikroorganismi Statniho zdravotniho
Ustavu Praha.

Vsech 6 kmenti mélo schopnost produkovat enterotoxiny
typu A nebo B (1515-A, 1665-A, 1666-A, 1106-B, 1057-B,
1735-B). Na kultivaénim médiu Baird-Parker (Oxoid, UK)
vykazovaly typicky rtst a schopnost kmend produkovat
enterotoxin byla ovéfena pomoci metody RPLA (Reverse
Passive Latex Agglutination, Denka Seiken Co., Ltd., Japan).

Modelovy pokus byl zaméfen na sledovani poctu
S. aureus a produkci stafylokokovych enterotoxini SEA
a SEB za nasledujicich podminek: pH = 5,5, 2 % NaCl
at =15 °C. BHI médium a potravinovd matrice (pas-
terované mléko z trzni sit€) byly zaockovany S. aureus
v koncentra¢nim rozmezi log 1,97 - 2,89 KTJ -ml". Interval
odbéru vzorkli pro stanoveni SEs byl kazdé 3 hodiny,
stanoveni poctil S. aureus probihalo ve 12 hodinovém inter-
valu. Vysledky byly spocitiny z pramérnych hodnot
ziskanych ze dvou paralelnich pokust a opakovani celého
experimentu.

Kvantitativni stanoveni S. aureus

V kazdém vySetfovaném vzorku byly stanoveny koagu-
lazapozitivni stafylokoky a uréen jejich pocet dle CSN EN
ISO 6888-1 na kultivacnim médiu Baird-Parker (Oxoid,
UK). Konfirmace typickych kolonii byla provedena na
krevnim agaru a pomoci koagulazového testu Staphylo LA
Seiken (Denka Seiken Co., Ltd., Japan) a Dry Spot
Staphytect Plus (Oxoid, UK).

Detekce stafylokokovych enterotoxini

Stafylokokové enterotoxiny byly stanoveny metodou
ELFA (Enzyme-Linked Fluorescence Assay) na pristroji
miniVIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay System,
bioMérieux, France), ktery je schopen detekovat sumu
enterotoxini SEA-SEE s detekénimi limity 0,5 ng/g nebo
na ml potraviny pro SEA a SEB a 1,0 ng/g nebo na ml
potraviny pro SEC-SEE.

Tyto vzorky byly zpracovany podle pokynt vyrobce: pH
bylo upraveno na hodnotu 7,5 az 8 a vzorek byl napipie-
tovan do jamky stripu Vidas SET2. Vzhledem k tomu, Ze
metoda ELFA neumoziiuje kvantitativni detekci SEs,
vysledky jsou vyjadfeny pouze jako pozitivni, nebo nega-
tivni na zakladé jejich relativni fluorescenéni hodnoty
(RFV- relative fluorescence value).

Porovndni s vysledky Programu prediktivni mikrobio-
logie (Pathogen Modeling Program - PMP online)

Ziskané rtstové kiivky S. aureus naSich experimentl
byly porovnany s rdstovymi kiivkami vytvorenymi pomoci
programu prediktivni mikrobiologie, Pathogen Modeling
Program (PMP) Online (USDA-ARS, USA).

Vysledky

Pokus se detailnéji zaméfil na studium produkce SEA
a SEB v prostiedi s 2 % NaCl, pH 5,5 at = 15 °C. Jak je
patrné z grafu la-1c, produkce SEA byla poprvé detekova-
na u vSech tfi kment (1515-A, 1665-A, 1666-A) v BHI
médiu mezi 111.-144. hodinou inkubace (5.-6.den).
V mléce byl enterotoxin detekovan pouze u kmene 1515-A
a to mezi 111.-120. hodinou inkubace (den 5.). U kment
1665-A a 1666-A nebyla produkce enterotoxinu v potravi-
nové matrici zaznamenana po celou dobu inkubace (8 dni).
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Graf 1 Rdstové kiivky kmen( S. aureus 1515-A (1a),
1665-A (1b), 1666-A (1c) a interval prvni detekce
SEA v BHI médiu a v mléce (pH = 5,5; t = 15 °C;
2 % NaCl)
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Graf 2 Rdstové kiivky kmend S. aureus 1106-B (2a),
1057-B (2b), 1735-B (2c) a interval prvni detekce
SEB v BHI médiu a v mléce (pH = 5,5; t = 15 °C;
2 % NaCl)

Grafy 2a - 2¢ ukazuji, Ze produkce SEB nebyla prokaza-
na v mléku ani v BHI médiu béhem celého pokusu (8 dni)
s vyjimkou kmene 1106-B, ktery vytvoril enterotoxin
v BHI médiu mezi 168.-180. hodinou (7.-8. den).

Diskuze

Vysledky naSich modelovych experimentl ukazaly, Ze
rast S. aureus a produkce stafylokokovych enterotoxinid
mohou pfi vyrobé cerstvych syrli znamenat potencialni
zdravotni riziko. Jak ukazuji prace jinych autord, izolaty
S. aureus z Cerstvych syri, schopné tvofit SEs, byvaji
nejcastéji producenty SEA, SEB nebo SEC. Izolaty ziskané
napt. z Cerstvych kozich syrt nejcastéji tvorily enterotoxiny
A a C (Akineden et al., 2008). Ertas et al. (2010) zkoumali
izolaty S. aureus z Cerstvych ovc¢ich syra a v nich zjistili

nasledujici zastoupeni genti: sea (1,6%), seb (0,6%) a sed
(0,3%), kédujicich tvorbu prislusnych enterotoxind.

S. aureus roste v teplotnim rozmezi 7 - 48 °C, s optimem
mezi 35 - 40 °C, pH 4 - 10, kdy nejvhodnéjsi pH pro rist
je 6 - 7. S. aureus toleruje az 15% koncentraci NaCl.

Enterotoxiny se tvoii mezi 10 az 46 °C, s optimem
35 - 45 °C. Pri teplotach pod 10 °C se enterotoxiny netvori.
K produkci enterotoxint nejcastéji dochazi pfi hodnotach
pH 6 - 7, pficemz minimalni pH je asi 4,8. Pii teplotach
nizsich nez 8 °C je rust S. aureus inhibovan, bakterie ros-
tou pouze za optimdlniho pH a ay. Pfi teploté 7,5 °C jiz
neni pozorovan zadny rist S. aureus (Valero et al., 2009).

Aby doslo k produkci SEs, je nutné dosdhnout poctu
S. aureus minimalné 10° KTJ-ml" (Necidova et al., 2009).
V pokusech Roberts et al. (1996) byl pozorovan pomaly
rast S. aureus pti chladnickovych teplotach bez produkce
stafylokokovych enterotoxinti. U naSich vysledkta je
absence produkce SEs spojena s nizkymi poCty S. aureus
(graf la-c, 2a-c). Pocty byly Casto pod hranici tvorby SEs,
ackoli Jablonski a Bohach (2001) uvadi, Ze jiZ mnoZzstvi
S. aureus 10°-10° KTJ-ml(g)" v potravingé miZe vypro-
dukovat takové mnoZzstvi enterotoxinu, které predstavuje
pro konzumenta potencialni riziko. V nasi studii byla pro-
dukce SEA a SEB detekovana v BHI bujonu i v mléce, az
kdyz pocet S. aureus prekrocil kritickou uroven
10° KTJ-ml".

Grafy la-c, 2a-c ukazuji rastové kiivky vytvofené
pomoci programu prediktivni mikrobiologie (PMP on-line,
USDA-ARS, USA) pro bakterie S. aureus kultivované
aerobné pri 15 °C, pH 5,5 a 2,1 % NaCl. Vychozi pocet
bakterii predstavuje hodnotu 10° KTJ-ml". Tento program
je zaloZen na experimentalnich vysledcich ziskanych za
pouziti kultivacnich médii, jako naptfiklad BHI (Buchanan
et al., 1993). Program by mél predpovidat charakteristicky
rust bakterii v potravinach. I dal$i studie (Sutherland et al.,
1994; Zurera-Cosano et al., 2004) se zabyvaly kinetickymi
prediktivnimi modely ristu S. aureus.

Vysledky naSich studii potvrdily rozdilné tempo rdstu
S. aureus a zejména rozdilnou rychlost produkce stafy-
lokokovych enterotoxinti v BHI médiu a v potravinové
matrici - mléce. Rust S. aureus a produkce SEs je ovlivné-
na souborem vnitfnich a vnéjsich faktort, ke kterym patfi
nejen nami sledovana hodnota pH, obsah NaCl a teplota,
ale také napr. slozZeni potraviny (kultivacniho média), pfi-
tomnost antimikrobidlnich latek nebo pocet a druhové
zastoupeni doprovodné mikroflory (Bhunia, 2008). Tato
produkce SEA a SEB v kultivaénim mediu BHI nebo ne-
existujici produkce v potravinové matrici - pasterovaném
mléce (graf 1 a 2). Je navic ziejmé, Ze rychlejsi produkce
SEA je charakteristickd pravé pro tento enterotoxin.

Zadna z realnych ristovych k¥ivek nepiekrocila
rizikovou hranici pro produkci SEs (10° KTJ-ml") diive,
nez kiivky vytvorené v programu prediktivni mikrobiolo-
gie. Tato skutecnost podporuje vhodnost programu predik-
tivni mikrobiologie v systémech HACCP pfi vyrobé
Cerstvych syru.
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Zavér

Sledovani poctu S. aureus a pritomnosti stafylokokovych
enterotoxini (SEs) je u Cerstvych syrit vyznamnym Kkri-
teriem bezpecnosti téchto mlécnych vyrobki. Tvorba SEs
byla v pripadé pouziti BHI média a potravinové matrice
rozdilnd. Nejrychlejsi tvorba byla zaznamenana u entero-
toxinu A. Porovnidnim vytvorfenych rustovych kiivek
s kfivkami programu prediktivni mikrobiologie byla
potvrzena vhodnost vyuZivani programu jako souéasti sys-
témi HACCP v procesu vyroby cerstvych syri v ramci
minimalizace potenciondlniho rizika onemocnéni stafy-
lokokovou enterotoxikézou.
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POROVNANI PRODUKCE
KYSELINY PROPIONOVE

PRI FERMENTACI ZAHUSTENE
SYROVATKY VYBRANYMI KMENY
PROPIONIBAKTERII

Eva Kvasni¢kovd, Sarka Havlikova, Vladimir Drab
VWzkumny ustav mlékarensky s. r. o.

The comparison of propionic acid production
by selected strains of propionic bacteria
during the fermentation of concetrated whey

Abstrakt

Prace byla zaméfena na prozkouméni schopnosti pro-
dukce kyseliny propionové vybranymi kmeny propio-
novych bakterii pfi fermentaci zahuSténé syrovatky.
Fermentace probihaly v laboratornim fermentoru INFORS
4 pti pH 6 a teploté 30 °C. Jednotlivé kmeny se liSily jak
v mnoZzstvi vytvorené kyseliny propionové, tak i v produk-
ci kyseliny octové a schopnosti fermentovat vedle laktatu
také lakt6zu. Nejvyssi produkce kyseliny propionové bylo
dosazeno u kmene MAD-8AP (3 400 mg/100 ml) a kmene
CCM 3323 (1 200 mg/100 ml). Tyto dva kmeny byly
vybrany k dalSimu testovani.
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