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Obr. 10 Linedrni regresni vztah mezi log CPM a log PSY
v syrovém bazénovém mléce
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Obr. 11 Linearni regresni vztah mezi log CPM a log PSY
v syrovém bazénovém mléce nativnim
a po prodlouzeném uloZeni

vyrazeného z divodu podezieni a 1écby mastitid v souladu
s logikou vySetieni.

Ve 2. FAHZM pro potrubni dojici zafizeni je podle
vysledkii rovnéz mozné konstatovat, resp. specifikovat,
nékteré soucasné limitni hodnoty. Stéry z vizualné dobre
sanitovanych vnitfnich mist (mlécny tank, horni dil
preruSovace podtlaku a vnitfek dolniho dilu pouzdra
sitkového mlécného filtru) mély 1 801 + 2 094 KTJ/ml
(n = 3; moZny limit pak 5 235 KTJ/ml). Stér tuzsiho biofil-
mu bilého voskového vzhledu z vnitiku horniho pouzdra
sitkového mlécného filtru vykazal prekvapivé pomérné
nevyraznou kontaminaci CPM 55 500 KTJ/ml. Podobny
stér mékkého az tekutého biofilmu krémové-jogurtového
vzhledu velmi Spatné sanitovaného vnititku odnimatelné
trubky od prerusovace podtlaku do mlécného tanku mél
hrubé zavaznou kontaminaci CPM 2 300 000 000 KTJ/ml.
Tyto vysledky, odpovidajici vizudlni charakteristice
podezielého materialu, a¢ individualni, mohou mit uréitou
predikéni hodnotu s ohledem na dalsi interpretacni praxi
FAHZM. Fazova mléka (potrubi a tanky) vykazala CPM
43 833 + 33 986 KTJ/ml (n = 6; xg 33 543 KTJ/ml). Tyto
vyhovujici hodnoty mohou pro dals$i interpretaci u jinych
podobnych technologii poskytnout limitni hodnotu
(x + sd x 1,64) 99 570 KTJ/ml. Voda proplachu po dojeni
a sanitaci méla CPM 18 + 3 KTJ/ml (n = 4). Voda uchovana
v mlécném potrubi po sanitaci a proplachu mezi dojenim
(6 hod.) vzorkovana pred naslednym dojenim méla CPM

568 £ 615 (n = 4) s maximem 1 100 KTJ/ml. Dokazovala
tak dobrou ucinnost sanitace a hygienickou zpusobilost
potrubi a nebyla vyznamnym zdrojem kontaminace mléka.
Tyto vyhovujici hodnoty proplachovych vod mohou poskyt-
nout limitni hodnotu (x + sd x 1,64) 1 110 KTJ/ml (n = 8).
Voda z hygienicky neadekvatné uloZenych molitanovych
potrubnich stérek vykazala CPM 11 000 000 KTJ/ml.

Zaver

Vysledky sledovani upfesnily vyznam vztaht a nékteré
rizikové limity mikrobiologickych hodnot pro praktickou
interpretaci metody fazové analyzy hygieny ziskdvani mléka
pro soucasné podminky, u tekutych vzorkti zejména pro
potrubni vyplachy a déle pro stéry hygienicky kritickych
bodi technologie dojeni. Tato poradenska metoda FAHZM
je tcelové v podstaté, ovsem s urcitou rezervou (nepravidel-
nost a dobrovolnost provedeni v pripadé hygienickych rizik),
nepravidelnou variantou (modifikaci ¢i odnozi) oficidlné
uznavané regulérni metody kontroly zdravotni bezpecnosti
v potravinarstvi zvané HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points - Systém analyzy rizika a stanoveni
kritickych kontrolnich bodu). Tato je ve vyrobé potravin
povazovana za jeden ze zakladnich nastroju, jak iéinné pred-
chazet rizikiim ohrozujicim bezpec¢nost potravin.
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Use of bacteriophages
for Listeria monocytogenes elimination
from the soft cheeses surface

Abstrakt

Standardni metody pouZivané pro eliminaci Listeria
monocytogenes z potravin zahrnujici tepelné oSetfeni
surovin pasteraci, snizeni pH potraviny pridavkem kyselin
nebo fermentaci, prfidavek NaCl a vyuziti bakteriocint bak-
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terii mlééného kvaseni s antilisteridlni aktivitou nemusi byt
vzdy dostatecné ucinné. V posledni dobé se v odborné li-
teratufe objevuje nova moznost vyuZivajici pfirodnich
antagonistll patogennich bakterii, kterymi jsou specifické
bakteriofdgy. V ¢lanku jsou charakterizovany bakteriofagy
ucinné proti Listeria monocytogenes, komeréni pfipravky
na jejich bazi a uveden uspésny priklad pouziti specific-
kého bakteriofagu A511 k potlaceni riistu Listeria monocy-
togenes na povrchu syrt s plisni i s mazem na povrchu
v prabéhu tii tydnt jejich zrani.

Klicova slova: listerie, bakteriofdgy, syry s plisni na
povrchu, syry s mazem na povrchu

Abstract

Standard methods used for elimination of Listeria mono-
cytogenes from food products, including pasteurization of
raw materials, acidification by acid addition or by use of
fermentation, NaCl addition or use of antilisterialy active
bacteriocins of lactic acid bacteria may however, be unreli-
able. Recently, a new possibility to use natural antagonists
of pathogenic bacteria, as are specific bacteriophages, has
been published. Bacteriophages effective against Listeria
monocytogenes and commercial phage preparations are
characterized in the present paper. Furthermore, a sample
of successful application of specific bacteriophage AS11
for reduction of growth of Listeria monocytogenes on the
surface of white mould and smear cheese during 3 weeks
ripening period is described.

Key words: listeria, bacteriophages, white mould
cheese, smear cheese

Riziko vyskytu Listeria monocytogenes
v syrarstvi

Syry jsou v celosvétovém meéfitku povaZovany za rela-
tivné bezpecné potraviny. Presto existuje nizky pocet
pripadu zdravotnich problému spojenych s vyskytem pato-
gennich bakterii v syrech. Pokud se v souvislosti s konzu-
maci syrit tyto problémy vyskytnou, jedna se predevsim
o mékké syry, Casto s plisni nebo s mazem na povrchu,
u nichz pH béhem zrani roste z pivodnich hodnot kolem
5,5 a7 na hodnoty prevySujici pH 7. Mezi nejvice sledované
patogenni bakterie v syrafstvi patii vedle Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus a shigatoxigenni Escherichia coli
predevsim Listeria monocytogenes (Mc Sweeney, 2007).

Nebezpeci kontaminace potravin Listeria monocytogenes
spociva ve vysoké mortalité osob postizenych listeri6zou,
pohybujici se mezi 20 - 30 %. Priblizna infekéni davka
Listeria monocytogenes se 1isi pro zdravé osoby a pro
rizikové skupiny osob (déti, stafi lidé, t€hotné Zeny, osoby
se sniZenou imunitou), v posledni dobé se udava hodnota
10° (Schmid-Hempel, Frank (2007)). Dle legislativy EU
nesmi pocet Listeria monocytogenes v 1 g potraviny nepod-
porujici jeji rast presahnout 100 KTJ po celou dobu trvan-
livosti vyrobku. V pfipadé potravin uréenych k piimé
spotiebé, které podporuji rast Listeria monocytogenes

(napt. mé&kké syry zrajici pod mazem), nesmi byt tato
detekovatelnd ve 25 g vzorku potraviny pfed tim, nez
potravina opusti bezprostiedni kontrolu vyrobce, a dile
v produktu uvedeny na trh béhem doby tdrznosti nesmi
rovnéZ presahnout limit 100 KTJ/g (Nafizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005 ve znéni pozdéjsich predpist).

Bakteriofagy pro potlaceni
Listeria monocytogenes

Vyuziti bakteriofagii predstavuje atraktivni zptisob potla-
¢ovani patogennich bakterii v potravinich bez ovlivnéni
dualezitych parametrti (organoleptické vlastnosti, nutri¢ni
hodnota nebo probioticky charakter) a bez nutnosti pouZivat
chemické konzervacni prostiedky nebo bakteriociny bakte-
rii mlécného kvaseni, které mohou potlacovat technologicky
potiebnou mikrofloru dileZitou pro vyrobu, zrani a zajiSténi
charakteristickych parametri konkrétnich syra.

Bakteriofdgy jsou nejobvyklejsi viry vyskytujici se
v ptirodnim prostredi. Obecné se rozlisSuji dva typy Zivot-
nich cykla bakteriofagti - cyklus virulentni (lyticky) a cyk-
lus lysogenni. Fagy virulentni béhem virulentniho cyklu
napadaji bakterie, vstupuji do jejich cytoplasmy a vyuzivaji
genetickou informaci hostitelské bakterie pro svou rep-
likaci, coZz vede ke smrti bakteridlni buniky a uvolnéni
mnoZzstvi zralych fagovych ¢astic schopnych atakovat dalsi
bakteridlni bunky do prostredi. Figy mirné v ramci lyso-
genniho cyklu vstupuji do bakteridlni buriky, integruji svou
nukleovou kyselinu do bakteridlntho chromozomu (vznika
tzv. profag) nebo zlstavaji v bakteridlni burnice ve formé
plasmidu, ale nezpusobuji smrt hostitelské bakteridlni
buriky. Pro tcely eliminace nezadoucich patogennich bak-
terii z potravin se pouzivaji fagy virulentni (Chibani-
Chenoufi S. a kol., 2004).

Bakteriofagy se vyznacuji extrémni specifitou pro své
hostitele, jsou Siroce rozsifené v prostiedi a tvori soucast
pfirodni mikrobidlni fléry pfitomné v potravinich. To je
predurcuje pro dokonalou eliminaci patogenu bez
jakéhokoli ovlivnéni mikrofléry syrti vcetné zakysovych
kultur nebo ostatnich mikroorganismi podilejicich se na
vyrobé a zrani syrti (Guenther a Loessner, 2011).

Ucinnost bakteriofdgii je zavisla na n&kolika vnitinich
a vnéjsich faktorech prostredi, na typu potraviny, v nizZ je
pozadovana redukce poctu nebo tplna eliminace L. mono-
cytogenes. Bylo prokazéno, ze pocet L. monocytogenes
v tekutinach (mléko, solny roztok, v némz je uloZzena moz-
zarella) osetfenych bakteriofagovym preparatem muizZe byt
snizen pod mez detekce. V pevnych potravinidch (syry,
dribezi maso, uzeniny, zeli) lze pocet L. monocytogenes
snizit az o 5 fada (Carlton a kol., 2005). Déle zavisi tc¢in-
nost bakteriofagovych preparatli také na momentu aplikace
preparatu a teplot€¢ skladovdni potraviny oSetiené
preparatem. Lytickd aktivita bakteriofdgl je obvykle stu-
dovana pfi optimalni teploté rlstu L. monocytogenes. Pro
redlné posouzeni ucinku je tfeba provéfit Gcinnost i pfi
konkrétni teploté zrani syra. Co se tyce cCasu aplikace,
nejvhodnéjsi je okamzik, kdy je mozna kontaminace pro-
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duktu L. monocytogenes. Jestlize je bakteriofag aplikovan
priliS pozdé, kdyz jiz doSlo k pomnoZeni L. monocyto-
genes, je jeho ucinnost snizena (Mahony a kol., 2011).

Mezi konkrétni bakteriofagy ucinné proti L. monocyto-
genes se tfadi AS511, P100 a A118, jejichz genomy jsou
popsané v databazi NCBI (The National Centre for
Biotechnology Information (Dorscht a kol., 2009).

Na trhu jsou dva komer¢ni pripravky na bazi bakteriofagi
pouzitelné v mlékarenstvi. Prvni pfipravek s oznacenim
LMP 102 List Shield (vyrobce Intralytics, Inc., USA)
obsahuje smés 6 bakteriofagt s aktivitou proti L. monocyto-
genes. Druhy komercni pfipravek Listex TM P100
(Micreos, BV, Holandsko) obsahuje virulentni bakteriofag
P100. Oba preparidty maji GRAS status (generally reco-
gnised as safe) a kromé syrafstvi nachédzeji uplatnéni
v konzervaci potravin s kratkou dobou trvanlivosti (povrchy
syrovych ryb, driibeZe, ovoce a zeleniny). Oba typy bakte-
riofagovych preparati jsou Siroce vyuzivany pii vyrobé
potravin v USA. Jsou povoleny FDA (Food and Drug
Administration) a USDA (U.S. Department of Agriculture)
pro pfimou aplikaci do potravin a k oSetfeni povrchi vyrob-
niho zafizeni. V Kanadg je pro vyrobu potravin se zvySenym
rizikem vyskytu L. monocytogenes mozno vyuzit Listex
P100. V Evropé je povoleno pouZzivat preparat Listex P100
jako potravinarské aditivum pouze v Dénsku a ve Svy-
carsku. Ostatni evropské zemé nemaji dosud oficidlni le-
gislativni ramec umoZziujici pouZiti fagovych preparatl pii
vyrobé potravin (Pietracha D. a Misiewicz A., v tisku).

Piiklad pouziti bakteriofagu pro potlaceni
rustu Listeria monocytogenes v priubéhu zrani
mékkych sekundarné zrajicich syru s plisni

a s mazem na povrchu

Svycarsti pracovnici z Institute of Food, Nutrition and
Health, ETH Zurich s uspéchem v experimentu otestovali
ucinnost fagu AS511 proti L. monocytogenes béhem tii
tydnu zraciho procesu u mékkych syra s plisni na povrchu
a u mékkych syri s mazem a s omyvanym povrchem
(Guenther a Loessner, 2011). Védci pouZili velky virulent-
ni fig AS511 z taxonomické skupiny Myoviridae (Zink
a Loessner, 1992) se zndimym genomem. Tento fig ma
Siroké hostitelské spektrum v ramci rodu Listeria a je pro
tento rod striktné specificky (Loesner a Busse, 1990). Na
povrch primyslové vyrobenych syrd s plisni na povrchu
nadavkovali na pocatku zrani kmen L. monocytogenes
Scott A v koncentraci 1-10° KTJ/cm®> povrchu syra.
Bakteriofag A511 nadéavkovali ve tfech reZimech: 1) v kon-
centraci 3-10® PTJ (plak tvofici jednotky)/cm* povrchu syra
1 h po aplikaci listerie, ii) ve stejné koncentraci po 1 h a po
20 h po aplikaci listerie a iii) v koncentraci 1-10° PTJ/cm?
povrchu syra po 1 h po aplikaci listerie. Nejucinn€jsi byla
varianta iii). Po tfech tydnech zrani (10 dni pii 12-13 °C,
relativni vlhkost vzduchu 95% a nasledné 10 dni pti 6 °C)
doslo ke snizeni pocétu L. monocytogenes Scott A
0 3,1 log KTJ/cm? oproti kontrole bez figa (10° KTJ/cm?
povrchu syra. Dulezita byla rovnéz pocatecni koncentrace

listerie. Pokud byla niz§i nez 10> KTJ/cm?, doslo pomoci
bakteriofagového oSetfeni v prubéhu zrani k jejimu pot-
laceni pod limit detekce.

U syrtt s mazem na povrchu byla na povrch primyslové
vyrobenych syrd naddavkovana bud L. monocytogenes
Scott A nebo L. monocytogenes CNL 103/2005 vzdy v kon-
centraci 1-10° KTJ/cm?® povrchu syra. Bakteriofdg A511 byl
nadavkovan do suspenze mikroorganismi k omyvani syri
a s ni na povrch syrG v rezimech: i) v koncentraci
3-10° PTJ/cm?* povrchu syra 1 h po aplikaci listerie, ii) ve
stejné koncentraci po 1 h a po 6 dnech aplikace listerie, iii)
ve stejné koncentraci po 1 h, po 3 dnech a po 6 dnech po
aplikaci listerie. Podobné jako u syrt s plisni na povrchu po
aplikaci fagi doslo béhem prvnich 6 dnt zrani (rezim
zrani: 11 dni pri 12-13 °C, relativni vlhkost vzduchu 95 %,
11 dni pfi 6 °C), k redukci listerie o 2 fady. Pak nasledovala
faze opétovného nardstu listerii na pocet 10* KTJ/cm®
povrchu syra. Bez ohledu na pocet aplikaci bakteriofaga pti
omyvani syrti béhem zrani byl vysledek po 22 dnech zrani
podobny, ve srovnani s kontrolou asi o 2,5 fadu niZsi.

Podstatné bylo rovnéz zjisténi, ze bakteriofdg neovlivnil
rust Gram-pozitivnich bakterii, kvasinek a plisni potieb-
nych pro vyrobu a zrani obou typt syr (Guenther
a Loessner, 2011).

Zavér

Pouziti bakteriofagovych preparati v porovnéni s jinymi
metodami eliminace Listeria monocytogenes z potravin
a prostiedi vyroben potravin je relativné nové a dosud malo
v celosvétovém méfitku vyuZzivané. Efektivni mize byt
aplikace na povrch sekundarné zrajicich syra s plisni nebo
s mazem, zvlasté v pripadech nizsi pocatecni koncentrace
Listeria monocytogenes (10'-10*> KTJ/cm? povrchu syra),
kde je mozné dosdhnout redukce L. monocytogenes pod
limit detekce ve srovnéni s kontrolou bez pouZiti bakterio-
fagu, kde za stejnych podminek zrani dochazi ke zvyseni
jejiho poctu cca o 6 rada.
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Comparison of methods used

for the determination of the healthy important
fatty acids of milk fat in bulk milk samples

of dairy cows

Abstrakt

Ve 13 chovech holstynského skotu v Olomouckém kraji
bylo odebrano 33 bazénovych vzorkt mléka za tcelem
porovnani dvou metod stanoveni mastnych kyselin (MK) -
rutinni/nepfima (pomoci infracervené spektroskopie -
MIR-FT) a referen¢ni/pfima (pomoci plynové chro-
matografie - GC). Tésnost vztahti mezi obéma metodami je
siln€j$i v ptipadé skupiny nasycenych (SFA) a nenasy-
cenych (UFA) MK (r = 0,7094; 0,9389; p<0,001), zatimco
u skupiny TFA (¢rans isomery nenasycenych MK) a PUFA
(polynenasycené MK) jsou korelacni koeficienty niz§i
(0,5897; 0,5931; p<0,001). 50,3 a 88,2 % variability v hod-
notach SFA a UFA podle nepfimé rutinni metody MIR-FT
je vysvétlitelnych variacemi v analyzach pfimé referencni

metody GC. Vysledky naznacduji, Ze fadu informaci
MIR-FT o vyskytu MK Ize vyuZit pro rutinni stanoveni
téchto skupin MK a pfipadnou praktickou selekci mlécné
suroviny pro specifickou potravinarskou vyrobu.

Klicova slova: stado krav; bazénovy vzorek mléka; ply-
nova chromatografie; infracervena spektroskopie; vérohod-
nost analytickych vysledki; korelace; kalibrace; validace

Abstract

33 bulk milk samples were taken in 13 Holstein dairy
cow herds in the Olomouc region to compare two methods
for the determination of fatty acids (FAs) - routine / indirect
(by infrared (IR) spectroscopy - MIR-FT) and reference /
direct (gas chromatography - GC). Tightness of relations
between these two methods is stronger in the case of the
group of saturated (SFA) and unsaturated (UFA) FAs
(r = 0.7094; 0.9389; p<0.001), while for the group of TFA
(trans isomers of FAs) and PUFA (polyunsaturated FAs)
are lower correlation coefficients (0.5897; 0.5931;
p<0.001). 50.3 and 88.2% of the variability in the routine
values of SFA and UFA according to the indirect method
MIR-FT is explainable by variations in the analyses of
direct reference method GC. The results indicate that a row
of MIR-FT information on the occurrence of FAs can be
used for routine determination of such groups of FAs and
possible practical selection of raw milk for the specific
food production.

Keywords: cow herd; bulk milk sample; gas chromato-
graphy; infrared spectroscopy; analytical result reliability;
correlation; calibration; validation

Uvod

Mléény tuk je jednou z nejvyznamnéjSich slozek
ovliviiujicich technologické zpracovani mléka. SloZeni
mlécného tuku z hlediska mastnych kyselin (MK) pfitom
zajima nejen technology v mlékarnach, napf. pro stabilitu
mlécného tuku nebo pro mozZnost ovlivnéni roztiratelnosti
masla, ale také odborniky pro humdanni vyzivu. I kdyz
celkové vyssi mnozstvi (55 - 75 %) nasycenych MK (SFA)
zajistuje lepsi stabilitu mlécného tuku a nasledné mlécnych
vyrobkt (Kaylegian a Lindsay, 1995), z hlediska vyzivy je
méné akceptovatelné (Dostdlovd et al., 2009). Ptijem SFA
z celkového energetického prfijmu by mél byt pod 10 %
(20 g), polyenovych MK (PUFA) 7 - 10 %. Prijem trans-
nenasycenych MK (TFA) by mél byt co nejnizsi a nemél by
prekrocit 1 % (cca 2,5 g/den).

V soucasnosti se profil MK mlé¢ného tuku nesleduje,
prestoZe jsou znamy faktory piiznivé piisobici na zvySené
zastoupeni nenasycenych MK (UFA) - Kalac¢ a Samkovd
(2010). Divodem je mimo jiné pravdépodobné také
narocnost analytického stanoveni ekonomicky i casové
nevyhodnou plynovou chromatografii (GC). GC je prili§
nakladnd pifi poskytnuti prakticky zbytecné detailniho
vysledku v daném ohledu. Tento je vhodny zejména pro
védecko-vyzkumné ucely. Z literatury jsou vSak znamy
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