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Cultivation methods for the determination
of staphylococci in raw milk and their
comparison

Abstrakt

Koaguldza-pozitivni a koaguldza-negativni stafylokoky
patii k vyznamnym ukazatelim kvality syrového mléka
a hygieny vyrobniho procesu, caste¢né i s dopadem na
bezpe¢nost findlnich mlécénych vyrobki. Pro jejich
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stanoveni byly porovnany vybrané kultivacni metody, a to
s vyuZzitim analyzy 26 vzorka syrového mléka a testovani
rastu a identifikace z nich ziskanych izolatd. Nejhire se
osvédcily HiCrome Aureus agar s teluriitanem
a Zloutkovou emulzi a Vogel-Johnson agar s teluri¢itanem.
Pro stanoveni koaguldza-pozitivnich stafylokoku byl
nejvhodnéjsi referenni Baird-Parker agar s fibrinogenem
z kralici plasmy. Staphylococcus agar bez azidu sodného se
ukdzal byt uziteny k izolaci bakterii rodu Staphylococcus
jako celku, za pfedpokladu Ze bude nasledovat konfirmace.
Mannitol salt phenol red agar se spiSe nez ke stanoveni
stafylokoktd osvédcil ke stanoveni Gram-pozitivnich halo-
tolerantnich bakterii. MiZe tedy nalézt uplatnéni nejen pfi
analyze syrového mléka, ale i solnych lazni a nalevl, apod.

Klicova slova: Staphylococcus aureus, koagulaza-pozi-
tivni stafylokoky, koagulaza-negativni stafylokoky, selek-
tivni kultivacni média, mikrobiologicka kvalita syrového
kravského mléka

Abstract

Both coagulase-positive and coagulase-negative staphy-
lococci are important indicators of raw milk quality and
production process hygiene with partial impact on the safe-
ty of final dairy products, as well. Selected cultivation
methods for their determination were compared using
analysis of 26 raw milk samples as well as growth tests and
identification of isolated strains. HiCrome Aureus agar
with tellurite and yolk emulsion and Vogel-Johnson agar
with tellurite performed the worst. For the determination of
coagulase-positive staphylococci, the reference Baird-
Parker agar with rabbit plasma fibrinogen was the most
suitable. Staphylococcus agar without sodium azide
revealed to be a useful tool for the isolation of genus
Staphylococcus as a whole providing that the confirmation
follows. Instead of the determination of staphylococci,
Mannitol salt phenol red agar performed well in the deter-
mination of Gram-positive halotolerant bacteria. Thus, it
could be applied not only in the analysis of raw milk but
also brines and pickles, etc.

Keywords: Staphylococcus aureus, coagulase-positive
staphylococci, coagulase-negative staphylococci, selective
cultivation media, microbiological quality of raw cow milk

Tab. | Specifikace testovanych pud

Viastnost Baird-Parker

agar + supl.

HiCrome Aureus
agar + supl.

Uvod

Koagulaza-pozitivni stafylokoky patfi mezi mikrobiolo-
gicka kritéria pro potraviny podle Nafizeni Komise (ES)
¢. 2073/2005 ve znéni pozd€jSich predpisi. Pro mlécné
vyrobky toto nafizeni uddva povinnost stanovovat koagu-
laza-pozitivni stafylokoky, jakoZto kritéria hygieny
vyrobniho procesu, v suSeném mléce, suSené syrovatce
a v nekterych typech syrti (syry vyrobené ze syrového mléka,
syry vyrobené z mléka, které bylo podrobeno niz$imu tepel-
nému oSetfeni nez pasterizaci, zrajici syry, nezrajici mekké
syry). Stafylokokové enterotoxiny jsou pro tytéz typy
mlécnych vyrobka kritériem bezpecnosti potravin.

Rod Staphylococcus zahrnuje témér padesat druht, které
mohou byt na zdkladé tvorby vazané plazma-koagulazy
(clumping factoru) rozdéleny do dvou skupin - koagulaza-
pozitivni a koaguldza-negativni stafylokoky. V mléce
a mléénych vyrobcich se nejCastéji vyskytuji koagulaza-
pozitivni S. aureus, a dale napt. S. intermedius, S. hyicus,
S. schleiferi Ci S. lugdunensis a koagulaza-negativni S. epi-
dermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis, S. simu-
lans, S. carnosus, S. saprophyticus, S. cohni, S. xylosus
a dalsi. Zatimco koaguldza-pozitivni stafylokoky je mozné
oznacit za patogeny clovéka a/nebo zvirat, koagulaza-ne-
gativni stafylokoky byly po dlouhou dobu povazovany za
nepatogenni. Nicméné v soucasnosti jsou povazovany za
podminéné patogeny, které mohou u oslabenych jedinct
vyvolat onemocnéni. Zavazné jsou predevsim infekce
krevniho reciSté. Navic nékteré z nich mohou byt také pro-
ducenty enterotoxint (Sedlacek, 2007).

Kromé toho koaguldza-pozitivni i koaguldza-negativni
stafylokoky patfi mezi vyznamné puvodce mastitid
dojného skotu. Zatimco S. aureus mlzZe zpisobovat jak
subklinické, tak zdvazné klinické formy mastitidy, infekce
koagulaza-negativnimi stafylokoky mivd méné dramatické
projevy. Nicméné z hlediska cetnosti vyskytu jsou koag-
uldza-negativni stafylokoky vyznamnéjsi nez S. aureus
(Taponen a Pyorild, 2009). Syrové mléko od dojnic se sub-
klinickou mastitidou tak muze byt vyznamnym zdrojem
obou skupin stafylokokti v mlékarenskych provozech.
Riziko kontaminace mlé¢nych vyrobki stafylokoky navic
zhorSuje jejich stfedni aZ vysoka schopnost tvofit biofilmy
a ulpivat na povrSich technologickych zatfizeni (Felipe
a kol., 2017, Snel a kol., 2014, Martins a kol., 2017).

Mannitol salt
phenol red agar

Staphylococcus

Vogel-Johnson
agar hez supl.'

agar + supl.

Koaguldzova aktivita z0na precipitatu fibrinu | ano ne ne ne ne
Lecitindzova aktivita projasnéna zona ne ano ne ne ne
Redukce teluri¢itanu Sedo-Cerné kolonie ano ano ne ano ne
Fermentace mannitolu Zluté kolonie a zony ne ne ano/ne? ano ano
Rist v pritomnosti 7,5 % NaCl | nardst kolonii ne ne ano ne ano
Riist v pritomnosti 0,5 % LiCl | nartist kolonii ano ano ne ano ne
Fosfatidylinositol fosfolipdza modré kolonie ne ano ne ne ne

' - pidavek azidu sodného Ize pouZit pro selektivni stanoveni koaguldza-pozitivnich stafylokoki

2 - pilda sice obsahuje mannitol, avak acidobazicky indikator nikoliv - fermentaci mannitolu tedy nelze prokazat

® - modré kolonie v diisledku $tépeni chromogenniho substratu tvofi napf. L. monocytogenes, zatimco S. aureus tvori kolonie zbarvené Sedo-cerné v diisledku redukce
teluriCitanu
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Tab. Il Kmeny stafylokokt z pracovni sbirky VUM

Druh Piivod 0Oznaceni kmenii
S. aureus kravské migko 446, 448, 529

kozi mléko 568, 569

nozdry ovce 64

filtr na kravské miéko 601

vytéry z nosu 9,22, 23, 34,35
S. haemolyticus kravské miéko 284, 376, 528, 524
S. warneri kravské miéko 482, 589
S. chromogenes kravské miéko 203, 502

Z vySe uvedeného vyplyva vyznam obou skupin stafy-
lokokti pro mlékarenstvi a nutnost mit k dispozici vhodné
metody jejich detekce a stanoveni. I prfes prudky rozvoj
molekularné-biologickych a instrumentalnich mikrobio-
logickych metod mlékarenské podniky stale vyuZivaji
prevazné klasické kultivacni postupy.

Pro stanoveni koaguldza-pozitivnich stafylokoki témito
postupy jsou k dispozici normy CSN EN ISO 6888-1 (1999)
a CSN EN ISO 6888-2 (1999), piicemz podle zmény Al
z roku 2004 je druhd jmenovand norma pro mlékarenské
vzorky vhodnéjsi. Pro stanoveni koagulaza-negativnich stafy-
lokokt specidlni kultivacni postup neexistuje. Komeréné vsak
jsou dostupné rizné pudy pro stanoveni stafylokokd, at uz
umoznujici odliSit koagulaza-pozitivni stafylokoky, ¢i niko-

Tab. Il Vysledky rozbord syrového miéka (KTJ/ml)

liv. Cilem této prace tedy je porovnat kultivacni metody
stanoveni stafylokoki v mlékarenskych vzorcich, pricemz
jako vzorky postihujici pestrost pro mlékarenstvi vyznam-
nych mikroorganismu bylo zvoleno syrové mléko.

Material a metody

Analyza syrového mléka

Analyzovano bylo 26 cisternovych vzorkd syrového
kravského mléka. Stanoveni probihalo za niZe uvedenych
podminek, pricemz jednotlivé pudy jsou bliZze speci-
fikovany v Tab. I:

* celkovy pocet mikroorganismi (CPM) na GTK agaru
(MILCOM a.s.) po kultivaci pti 30 °C/72 h,

» koaguldza-pozitivni stafylokoky podle CSN EN ISO
6888-2 (1999) na Baird-Parker agaru s RPF suple-
mentem obsahujicim krali¢i plasmu a fibrinogen
(MILCOM a.s.) po kultivaci pti 37 °C/24-48 h,

* koagulaza-pozitivni stafylokoky na HiCrome Aureus
agaru se suplementem obsahujicim teluriCitan draselny
a zloutkovou emulzi (Sigma-Aldrich) po kultivaci pfi
37 °C/24-48 h,

» stafylokoky na Staphylococcus agaru (Sigma-Aldrich)
bez pridavku azidu sodného po kultivaci pti 37 °C/
24-48 h,

Vzorek CPM Baird-Parker HiCrome Aureus Staphy. agar Vogel-Johnson Mannitol salt
agar + supl. agar + supl. bez supl. agar + supl. phenol red agar
> CPS > CPS ) ) CPS z (H)
1 1,1x10° 6,7 x 10? <10 45x10° <10 7,9x10° 5,6 x 10¢ <10 79x10° <10
2 3,4x107 43x10° <10 41x10° <10 4,3x10° 2,1x10° <10 5,0 x 10 <10
3 2,0x 10 1,3x10° <10 42x10° <10 3,0x 10° 3,0x10° <10 1,8x10° <10
4 1,9x107 6,7 x10° <10 1,4 x10* <10 1,5x10° 3,6x10¢ <10 4,3x10° <10
5 1,0x 10° 2,0x10° <10 1.4 x10* <10 ND 9,0x10* <10 3,6 x 10° 1,5 x10?
6 8,4x10° 2,5x10° <10 2,0x 10 <10 ND 1,2x10* <10 2,4x10 <10
7 59x10° 2,4x10° <10 2,2 x 10 <10 5,7x10° 9,5x10° <10 3,1x10° <10
8 1,4 x10° 1,3x10° <10 7,0x10° <10 4,7x10° 1,2x10* <10 1,1x10° 1,9 x 102
9 2,1x10° 1,5x10° <10 8,5x10° <10 ND 6,5 x 10° <10 1,5x10° 15x10°
10 2,4x10° 59 x 10? <10 44x10° <10 2,9x10° 55x10° <10 6,0 x 102 <10
11 3,5x10° 8,7 x 10 <10 2,5x10¢ <10 ND 2,4x10¢ <10 41x10° | 41x10°
12 7,2x10° 1,9x10° <10 2,5x 10 <10 1,3x 10 6,8 x 10 <10 3,1x 10 <10
13 7,0x10° 2,1 x10° <10 1,0x10* <10 6,0 x 10° 3,0x10° <10 5,3 x 10 3,0 x 10’
14 49x10° 3,7x10? <10 1,6 x10* <10 1.4 x10* 3,4x10¢ <10 6,0 x 10° <10
15 4,0x10° 2,2 x10° <10 7,6 x10° <10 8,0 x 10 2,2 x 10 <10 4,2 x10° <10
16 6,4 x 10° 2,7 x10° <10 6,2 x 10° <10 5,0 x 10° 5,4 x 10 <10 <10 <10
17 1,2x10° 7,3x10? <10 3,2x10¢ <10 4,3x10° 75x10° <10 1,0x10° <10
18 1,2x10° 9,8 x 10 <10 3,4x10° <10 8,0 x 10 2,0x10° <10 7,0x 10 <10
19 4,0x10* 3,5 x 10 3,0 x 10’ 3,5 x 10 <10 6,0 x 10° 8,0x10° <10 1,4x10° <10
20 1,1x10° 1,6 x10° <10 1,9x10° <10 1,2x10° 46x10° <10 4,0x10? <10
21 1,2x10° 3,4x10° <10 2,8x10° 1,0 x 102 1,9x10° 2,2x10° <10 1,0x10° <10
22 43x10° 2,6 x10° <10 1,6x10° <10 1,1x10° 5,2 x 10 <10 8,1x10° 7,0 x 10"
23 1,2x10° 1,6x10° <10 2,6x10° 5,5 x 10 6,7 x 10 3,4 x 10* <10 41 x 10? <10
24 1,4 x10° 9,6x10° 9,9x10? 1,3x10* 4,0 x10° 6,2x10° 53x10¢ <10 47x10° | 47x10°
25 1,0x10° 7,3 x10° 5,2 x 10° 9,4 x 10° 6,2 x 10° 47 x10° 2,4 x 10" <10 2,6 x 10 1,6x10*
26 1,4x10° 9,0x10° 4,7x10° 8,7x10° 1,4x10° 4,2x10* 7,6 x 10 <10 2,9x10* 1,7 x10*

> - suma véech mikroorganismi vykultivovanych za podminek metody
CPS - koagulaza-pozitivni stafylokoky, popf. obdobna skupina mikroorganismii stanovenych za podminek metody
ND - nestanoveno
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* koagulaza-pozitivni a mannitol-utilizujici stafylokoky na
Vogel-Johnson agaru se suplementem teluricitanu drasel-
ného (Sigma-Aldrich) po kultivaci pti 37 °C/24-48 h,

e patogenni stafylokoky na Mannitol salt phenol red
agaru (Sigma-Aldrich) po kultivaci pti 37 °C/24-48 h.

Testovdni izolovanych kmenaii

Z rozbort syrového mléka na testovanych ptidach byly
izolovany vybrané kolonie, a to jak kolonie typické pro
stafylokoky ¢i koaguldza-pozitivni stafylokoky, tak ostatni
kolonie rostouci za podminek metody. Takto izolované
kmeny byly precistény rozockovanim na BHI agar po kul-
tivaci pri 37 °C/24-48 h. Oznaceny byly kédem "SA + ¢islo
vzorku mléka + Cislo kmene z daného vzorku". Kmeny
byly zaslany na identifikaci metodou MALDI-TOF MS do
akreditované laboratofe SVU Jihlava. Déle s nimi byly
provedeny tyto testy:

e rust a vzhled kolonii na vSech testovanych pudach po
rozockovani inokulaéni klickou a kultivaci pti 37 °C/
24-48 h,

* hemolyza na krevnim agaru (Oxoid) po inokulaci
roztérem a kultivaci pti 37 °C/24 h,

e pfitomnost vdzané koagulazy (clum-
ping factor) pomoci kitu Coagulase

30 pg, ciprofloxacin 5 pg, cefoxitin 30 ug, rifampicin
5 pg a teikoplanin 30 pg. Jako kontrolni kmen byl
pouzit S. aureus ATCC 25923, pricemz vysledky byly
interpretovany podle standardu CLSI M02-A10 (2008).

Dalsi testované kmeny

Aby byl pocet otestovanych kmeni co nejvyssi, byly
rovnéz zatazeny kmeny stafylokokl z pracovni sbirky
VUM. Jejich piehled je uveden v Tab. II.

Vysledky a diskuze

Na vSech pudach obsahujicich teluricitan rostly Sedo-
cerné a popt. khaki kolonie. Na Baird-Parker agaru s RPF
suplementem mély prakticky vSechny kolonie tuto barvu
a kolem nékterych kolonii byla zéna precipitatu fibrinu.
Podobné na Vogel-Johnson agaru mély prakticky vSechny
kolonie Sedo-Cernou ¢i khaki barvu a kolem nékterych
kolonii byla zéna Zluté zbarveného agaru. Naproti tomu na
HiCrome Aureus agaru rostly jak Sedo-Cerné a khaki
kolonie (n€které z nich s vyjasnénou zoénou), tak kolonie

Tab. IV Viastnosti a rist mikroorganismdl jinych neZ stafylokoky na testovanych
pudédch

test slides (Sigma-Aldrich), = =5 =
s tvorba katalizy, kdy byla kultura 2 < E g B2 _
nakultivovand na povrchu GTK agaru = E s + : 5
prelita 3% peroxidem vodiku a pozo- 'ET T 8§ 5 s *
rovina byla tvorba bublinek plynu. @ = £ g z S S
g s . % 8 £ 8 s
Kromé toho byly kmeny S. aureus ; § % ; § = § E S
podrobeny t€mto dalSim testiim: >§ E= E E %‘_ E s B =
e pfitomnost vazané koaguldzy (clum- ,§ = s = g g E s =
ping factor) pomoci kitu STAPHYLO  Fop'y 51 serococcus viridans RH| N | N | M| N|N
LA SEIKEN (Denka Seiken), SA2:5 | Viridibacills sp. NN NS N 8]+
e PCR detekce druhové specifického SA 9-1 Viridibacillus sp. R N N § N § +
fragmentu SA442 metodikou podle | spg-1 | Arthrobacter roseus R | N|R|K|N/|K]|+
Martineau a kol. (1998), SA1-2 | Cellulosimicrobium cellulans R N| N|[M|[N|K]|+
* PCR detekce genl sea, seb, sec, sed, | SA7-5 | Enterococcus faecalis N | N| N |M|[SZ]|S
see, seg, seh, sei pro tvorbu prislusnych | SA1-3 | Enterococcus fagcalis R N R | M |SZ| N
enterotoxinii metodikou popsanou | SA5-1 | Enterococcus faecalis R| N| N | M|SZ]|S
autory Monday a Bohach (1999) | SA2-4 | Enterococcus casseliflavus R N N N | SZ| N
a Lgveseth a kol. (2004), SA 3-1 | Enterococcus mundii R N R M N K +
* PCR detekce genu mecA kédujiciho | SA4-2 | Bacillus licheniformis R C R | M S S +
rezistenci k meticilinu metodikou po- | SA7-4 | Bacillus licheniformis RICIRIMES S |+
psanou autory Bosgelmez-Tmaz a kol. SA5-3 | Bacillus pumilus R-H C R | M S N +
(2006), SA 2-7 | Kocuria rhizophila R YA R K VNV N +
* posouzeni rezistence vuc¢i panelu SAT-3 | Micrococcus luteus R N R K SZ N |+
.. . , o SA 6-4 | Lactococcus lactic subsp. lactis N N N N S-Z | N
13 antimikrobidlnich latek za pouZziti ; ; « -
. L q- . e e SA 19-3 | Lactococcus lactic subsp. lactis N N N N SZ | N
diskové difuzni metody s antibioticky- 929 | e N 7 N TR
m} disky (.OXOId) na Pﬁdé e SA 4-3 | Macrococcus caseolyticus N N R N N S +
Hinton (Biokar). PouZity byly tyto | syys | pacrococus caseolyticus R N R| K | S S | +
disky: oxacilin lug, tetracyklin 30 ug, | spo.6 | microbacterium arborescens N | N|R|M/| S| N|+
erytromycin 15 ug, sulfometoxazol | sa19-1 | Microbacterium arborescens R| N| N | M| S| N |+
s trimetoprimem 25 pg, gentamicin | Sp4-4 | Microbacterium sp. N N| R |M]| S| S|+
10 pg, vankomycin 30 pg, klindamycin ¢ cervené kolonie; H - hemolyza; K - khaki kolonie; M - tyrkysové modré kolonie; N - neroste
2 ug, chloramfenikol 30 ug, cefotaxim R - roste; S - Sedo-cerné kolonie; Z - Zluté kolonie, Zluté zony
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Tab. V Viastnosti a rist stafylokokt na testovanych plidéch

i kmene

ceni

Vogel-Johnson agar + supl.

HiCrome Aureus agar + supl.

Mannitol salt phenol red agar
Staphylococcus agar hez supl.

w»n
=
3
S
=
a
—
=z
=
(-]
Q
<
-
=
=
=
(-]
=

Ozna
Krevni agar

9 Staphylococcus aureus RH | Z R § | 817
22 Staphylococcus aureus R | C N | § |§Z
601 Staphylococcus aureus R N R § | 817
64 Staphylococcus aureus R © R | S |§1Z
35 Staphylococcus aureus R N R | § |§2
529 Staphylococcus aureus R | N R | § |§2
23 Staphylococcus aureus R ¢ R | S |§1Z
34 Staphylococcus aureus R z R | § |§2
448 Staphylococcus aureus R z R | § |§2
446 Staphylococcus aureus R z R | § |§Z
569 Staphylococcus aureus R z R | M |82
568 Staphylococcus aureus R z R | M |§7Z
SA 21-1 | Staphylococcus aureus R 7 R | S |§1Z
SA 19-2 | Staphylococcus aureus RH | Z R § | 817
SA4-1 | Staphylococcus succinus R | C R| M| §
284 Staphylococcus heamolyticus | R-H | Z R | § |§2
528 Staphylococcus heamolyticus R 7 R| S |82
SA 2-2 | Staphylococcus heamolyticus R | C R| § | S
524 Staphylococcus heamolyticus R ¢ R § |8
376 Staphylococcus heamolyticus R z R | M |SZ
SA7-1 | Staphylococcus epidermidis R ¢ R § N
SA 1-4 | Staphylococcus epidermidis R N R S N
SA9-3 | Staphylococcus sciuri R N R | M |8§1Z
SA9-2 | Staphylococcus sciuri R z R | M |§Z
SA2-1 | Staphylococcus sciuri R| C| R | M/|S
SA 11-1 | Staphylococcus sciuri R z R | M |$1Z
SA6-1 | Staphylococcus sciuri R N R M N
589 Staphylococcus warneri RH| N R| § | S
482 Staphylococcus warneri R ¢ R| S | S
502 Staphylococcus chromogenes R N R | § |§Z
203 Staphylococcus chromogenes | R-H | C R| § | S
SA 3-2 | Staphylococcus chromogenes | N o R| § | §
SA7-2 | Staphylococcus chromogenes R N R| § |§Z

ruseno, vhodné je, aby pouzitd puda byla
co nejselektivnéjsi pro rod Staphylococcus
a mikroorganismy jinych rodd na ni
prorustaly co nejméné.

Rozdily v sumé mikroorganismiti vykul-
tivovanych za podminek metody na testo-
vanych pudach byly 0-3 fady. Na Baird-
Parker agaru s RPF suplementem, jakoZto
na referencni pidé, byly celkové zachyty
spiSe niz§i. Naopak na HiCrome Aureus
agaru se suplementem byly celkové zachy-
ty spiSe vyssi. Pro vétSinu vzorkd byly na
této pudé vykultivovany Sedo-Cerné,
tyrkysové modré i khaki kolonie, coz sice
urcité rozliSeni mikroorganismi umoznilo,
avSak nebranilo to tomu, aby byly koagu-
laza-pozitivni stafylokoky zachytavany
spiSe jen na prerostlych plotnach. Na
Vogel-Johnson agaru se suplementem byly
celkové zachyty rovnéz vyssi, a navic si
byly vykultivované kolonie velmi podob-
né, s obtiznym odliSenim koaguldza-pozi-
tivnich stafylokokti. Proto se tato puda
jevila jako méné vhodna. Kolonie si byly
navzajem velmi podobné i na Staphylo-
coccus agaru bez suplementli, coZ nazna-
cuje, Ze tato puda ma prakticky vyznam
jen za predpokladu dostatecné selektivity
a specificity pro rod Staphylococcus. Jako
nejvice odlisna se jevila pida Mannitol
salt phenol red agar, na které byly celkové
zachyty spiSe niz$i a zachyty mannitol-fer-
mentujicich mikroorganismti neodpovi-
daly zachytim koaguldza-pozitivnich
stafylokokt v ostatnich vzorcich.

Blizsi vhled na selektivitu a specificitu
testovanych pad poskytuji Tab. IV a V.
Kromé koaguldza-pozitivnich a koagulaza-
negativnich stafylokokd na téchto pudach
rostly i jiné Gram-pozitivni bakterie.

Nejméné se osveédCily pudy vyse disku-
tované vzhledem k relativné vySSim
celkovym zachytim. Na Vogel-Johnson

Koagulaza (Coagulase test slides)

Baird-Parker agar + supl.

Katalaza

+ 4+ + o+

Vo4 o+

+ + + o+ o+

+ + F o+ ++

D X Ux U< U< = U< U< U U = U< U U N U U U< U U« U< U« X X U< U« X U« ¢ O X ¢
'

+ 4+ A+ o+

e
'

C - Gervené kolonie; H - hemolyza; K - khaki kolonie; M - tyrkysové modré kolonie; N - neroste

R - roste; S - Sedo-cerné kolonie; Z - Zluté kolonie, Zluté zony

zbarvené tyrkysové modre diky Stépeni chromogenniho
substratu nebo kolonie Spinavé smetanové. Na Mannitol
salt phenol red agaru rostly pfevazné cervené kolonie
v barvé agaru, pouze nékteré kolonie byly zluté se Zlutou
zénou. Na Staphylococcus agaru bez suplementu s azidem
sodnym rostly pouze barevné neodliSené bilé az smetanové
kolonie.

Vysledky ziskané na téchto puidach pfi analyze syrového
mléka jsou shrnuty v Tab. III. Patrny z ni je relativné nizky
zachyt koaguldza-pozitivnich stafylokoku ve vzorcich. Aby
stanoveni koaguldza-pozitivnich stafylokokd nebylo

agaru se suplementem tvofily vzhledové
nerozliSitelné kolonie vSechny testované
kmeny S. aureus a nékteré kmeny koag-
uldza-negativnich stafylokokti, mikrokokul, enterokokt
a laktokoki. HiCrome Aureus agar se suplementem sice
umoznuje detailn€jsi rozliSeni kolonii na zédkladé detekce
lecitindzy, avSak jak mezi testovanymi kmeny S. aureus,
tak mezi koagulaza-negativnimi stafylokoky a mezi ostat-
nimi mikroorganismy byly zjiStény kolonie Sedo-Cerné
i kolonie tyrkysové modré, coz spolehlivé rozliseni jed-
notlivych skupin mikroorganismi znemoznilo. Prakticka
vyuzitelnost té€chto pid v mlékarenstvi je tedy diskutabilni.

Pro zbyvajici tfi testované pidy se mozné aplikace nabize-
ji. Baird-Parker agar s RPF suplementem se jevi jako
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Tab. VI Doplriujici charakteristika testovanych kmend S. aureus

Oznaceni  Druhové-specifi
kmene fragment SA4

9 +
22
601
64
35
529
23
34
448
446
569
568

SA 21-1

SA19-2

Koaguldza
(STAPHYLO LA SEIKEN)

+ + 4+ + o+

+ 4+ + o+ o+ o+
+

+ 4+ 4+ +

Geny pro Rezistence Gen mecA pro

enterotoxiny k antibiotikiam rezistenci k meticilinu

- erytromycin
H
G, I
G
G, |
G, I
G

G 5
tetracyklin
tetracyklin

nejvhodnéjsi metoda pro stanoveni koaguldza-pozitivnich
stafylokokt. Prestoze je v souladu s CSN EN ISO 6888-2
(1999) nutné pocitat s moznym zachytem S. aureus tvoricim
svétleji zbarvené (khaki) kolonie ¢i netvoticim precipitat fib-
rinu, jedna se spiSe o vyjimky. Pro co nejspolehlivéjsi zachyt
vSech pfitomnych bakterii rodu Staphylococcus, a jejich
vyuZziti pro dal$i experimenty, se nabizi Staphylococcus agar
bez azidového suplementu. Nasledovat by vSak mély dalsi
konfirmacni kroky. Na této ptde rostlo 32 z 33 testovanych
kment stafylokokt a 12 z 23 kment jinych mikroorganisma.
Piida Mannitol salt phenol red agar se jevi jako vhodné&jsi pro
stanoveni Gram-pozitivnich halotolerantnich bakterii. Rostlo
na ni 24 z 33 testovanych kment stafylokokt a 5 z 23 kment
jinych mikroorganismil - tedy jen nékteré kmeny, zfejmé
odolnéjsi vaci pritomnosti 7,5 % NaCl a sloZeni pudy
nutriéné chudSimu nez Staphylococcus agar. RozliSovani
S. aureus a ostatnich mikroorganismi na zakladé fermentace
mannitolu se neosvédcilo.

Pro potvrzeni identifikace a posouzeni vlastnosti testo-
vanych kment S. aureus byly zatfazeny dopliikové analyzy,
jejichz vysledky jsou uvedeny v Tab. VI. S vyuzitim
druhové-specifické PCR bylo v souladu s metodou MALDI-
TOF MS potvrzeno, Ze dokonce i kmeny 446, 448 a 529,
u kterych nebyla prokazéna pfitomnost vazané koagulazy,
patii k druhu S. aureus. Tyto kmeny byly koaguldza-negativ-
ni pfi pouziti obou testil (Coagulase test slides, STAPHYLO
LA SEIKEN) i na Baird-Parker agaru s RPF suplementem,
na kterém tvorily khaki kolonie bez precipitatu. Kromé toho
byly v testovaném souboru pfitomny kmeny nesouci geny
pro tvorbu enterotoxinil i kmeny bez téchto gentl, stejné tak
jako kmeny vykazujici i nevykazujici fenotypovou rezisten-
ci k testovanému panelu antibiotik. Z4dny z kmenii nenesl
gen mecA pro rezistenci k meticilinu.

Zaver

Porovnany byly rizné kultiva¢ni metody pro stanoveni
stafylokokd v syrovém mléce. Pro koaguldza-pozitivni
stafylokoky se, i s védomim znamych uskali, nejlépe
osvédcila referencéni metoda podle CSN EN ISO 6888-2

(1999). Pro koagulaza-negativni stafylokoky Zadna z testo-
vanych metod nebyla dostatecné selektivni, nicméné pro
zachyt bakterii rodu Staphylococcus jako celku lze
doporucit Staphylococcus agar bez azidového suplementu
v kombinaci s naslednou konfirmaci pomoci vhodnych
metod. Mannitol salt phenol red agar vyrobcem doporuco-
vany pro stanoveni patogennich stafylokokd v mléce se
ukdzal jako vhodny pro stanoveni Gram-pozitivnich halo-
tolerantnich bakterii. Toto stanoveni muze byt uZitecné
nejen prfi analyze syrového mléka, ale i solnych lazni, sol-
nych nalevi, apod.
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LATKAMI NA PRODUKCI NISINU
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Effect of Carbohydrate and Nitrogen
Supplementation on Nisin Production
in Whey Films

Abstrakt

Nisin je polypeptid vyznamny pro svoji antibakteridlni
aktivitu. U vybraného kmene Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 731 produkujiciho nisin byl testovan prida-
vek riznych zdroji dusiku a uhliku na produkci nisinu.
Byly odzkouSeny ptidavky peptonu, sojového peptonu
a kyselého kaseinového hydrolyzatu v davce 2 % a laktoza
a maltodextrin v ddvce 5 % a 10 %. Produkce nisinu byla
sledovana agarovou difuzni metodou. Jako indikétor
inhibice ristu byl pouZzit kmen Micrococcus luteus ATCC

10240. Soucasné byly provedeny paralelni pokusy se v§emi
kombinacemi ve sladké a sladké demineralizované
syrovatce. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno u varianty
kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 %.
Vyssi vytéZnost nisinu byla stanovena u sladké deminera-
lizované syrovatky.

Klicova slova: syrovatka, demineralizovana syrovatka,
nisin

Abstract

Nisin is a polypeptide important for its antibacterial
activity. Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 was
selected as nisin-producing strain. It was tested by the addi-
tion of various sources of carbon and nitrogen for the pro-
duction of nisin. It was selected addition of peptone, soya
peptone and acid hydrolysate of casein at 2 %, and lactose
and maltodextrin at 5 % and 10 %. Production of nisin was
monitored by agar diffusion method. Micrococcus luteus
ATCC 10240 strain was used as an indicator of growth
inhibition. Parallel experiments were performed with all
combinations in sweet whey and sweet demineralized
whey at the same time. The best results were obtained with
the acid hydrolysate of casein 2 % and 10 % maltodextrin.
Higher yield of nisin was determined for sweet deminera-
lized whey.

Keywords: whey, demineralized whey, nisin

Uvod

Syrovatka vznika jako vedlejs$i produkt pii vyrobé syrd,
tvarohu a kaseinu. Je snaha co nejvice syrovatku vyuZivat,
a tim zajistit lepsi ekonomickou bilanci vyroby. K prodlou-
Zeni trvanlivosti syrovatky se pouZziva suSeni, které snizi
naklady na prepravu. Moznosti vyroby i vyuziti do krmiv
a do potravin negativné ovliviiuje pomérné vysoky obsah
soli v syrovatce, proto se pouziva demineralizace pouZzitim
gelové filtrace, ionext, elektrodialyzy nebo nanofiltrace.
Mira odstranéni soli zavisi na dalsi aplikaci produktu (pro
zkrmovani sta¢i 60% odsoleni, pro lidskou vyZivu se
pouZziva vyssi stupenl odsoleni). Demineralizovana syrovat-
ka se bud zahustuje, pfip. susi, nebo se z ni separuji vyz-
namné slozky (Sukova, 2006). Syrovitka se pridava do
mnoha potravinarskych vyrobkl (ndpoji, syrd, mlécnych
vyrobkl a mrazenych krémd, do chleba a peciva, do ceredl-
nich snackd, do masnych vyrobkt, vyrabéji se z ni analogy
masa, fortifikuji se s ni potraviny a dopliky stravy
a vyrabéji se z ni folie na bazi syrovatky). V posledni dobé
se zvySuje i vyuziti syrovatky jako rustového média
mikroorganismi za ucelem produkce primysloveé vyuzitel-
nych latek. Drbohlav a kol. (2009) sledoval schopnost tvor-
by kyseliny mlé¢né u vybranych kment laktobacili ve
sladké syrovatce za ucelem dalSiho studia zpracovani
syrovatky na biologicky odbouratelné polymery pro
obalové materialy. Kavkovd a kol. (2017) sledovala
antifugalni vliv pfipravku s obsahem propiondtu na bazi
fermentované syrovatky na trvanlivost toustovych chlebd.
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