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

Abstrakt

Koaguláza-pozitivní a koaguláza-negativní stafylokoky
patří k významným ukazatelům kvality syrového mléka
a hygieny výrobního procesu, částečně i s dopadem na
bezpečnost finálních mléčných výrobků. Pro jejich
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stanovení byly porovnány vybrané kultivační metody, a to
s využitím analýzy 26 vzorků syrového mléka a testování
růstu a identifikace z nich získaných izolátů. Nejhůře se
osvědčily HiCrome Aureus agar s teluričitanem
a žloutkovou emulzí a Vogel-Johnson agar s teluričitanem.
Pro stanovení koaguláza-pozitivních stafylokoků byl
nejvhodnější referenční Baird-Parker agar s fibrinogenem
z králičí plasmy. Staphylococcus agar bez azidu sodného se
ukázal být užitečný k izolaci bakterií rodu Staphylococcus
jako celku, za předpokladu že bude následovat konfirmace.
Mannitol salt phenol red agar se spíše než ke stanovení
stafylokoků osvědčil ke stanovení Gram-pozitivních halo-
tolerantních bakterií. Může tedy nalézt uplatnění nejen při
analýze syrového mléka, ale i solných lázní a nálevů, apod. 

Klíčová slova: Staphylococcus aureus, koaguláza-pozi-
tivní stafylokoky, koaguláza-negativní stafylokoky, selek-
tivní kultivační média, mikrobiologická 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 

Úvod

Koaguláza-pozitivní stafylokoky patří mezi mikrobiolo-
gická kritéria pro potraviny podle Nařízení Komise (ES)
č. 2073/2005 ve znění pozdějších předpisů. Pro mléčné
výrobky toto nařízení udává povinnost stanovovat koagu-
láza-pozitivní stafylokoky, jakožto kritéria hygieny 
výrobního procesu, v sušeném mléce, sušené syrovátce
a v některých typech sýrů (sýry vyrobené ze syrového mléka,
sýry vyrobené z mléka, které bylo podrobeno nižšímu tepel-
nému ošetření než pasterizaci, zrající sýry, nezrající měkké
sýry). Stafylokokové enterotoxiny jsou pro tytéž typy
mléčných výrobků kritériem bezpečnosti potravin. 

Rod Staphylococcus zahrnuje téměř padesát druhů, které
mohou být na základě tvorby vázané plazma-koagulázy
(clumping factoru) rozděleny do dvou skupin - koaguláza-
pozitivní a koaguláza-negativní stafylokoky. V mléce
a mléčných výrobcích se nejčastěji vyskytují koaguláza-
pozitivní S. aureus, a dále např. S. intermedius, S. hyicus,
S. schleiferi či S. lugdunensis a koaguláza-negativní S. epi-
dermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis, S. simu-
lans, S. carnosus, S. saprophyticus, S. cohni, S. xylosus
a další. Zatímco koaguláza-pozitivní stafylokoky je možné
označit za patogeny člověka a/nebo zvířat, koaguláza-ne-
gativní stafylokoky byly po dlouhou dobu považovány za
nepatogenní. Nicméně v současnosti jsou považovány za
podmíněné patogeny, které mohou u oslabených jedinců
vyvolat onemocnění. Závažné jsou především infekce
krevního řečiště. Navíc některé z nich mohou být také pro-
ducenty enterotoxinů (Sedláček, 2007). 

Kromě toho koaguláza-pozitivní i koaguláza-negativní
stafylokoky patří mezi významné původce mastitid
dojného skotu. Zatímco S. aureus může způsobovat jak
subklinické, tak závažné klinické formy mastitidy, infekce
koaguláza-negativními stafylokoky mívá méně dramatické
projevy. Nicméně z hlediska četnosti výskytu jsou koag-
uláza-negativní stafylokoky významnější než S. aureus
(Taponen a Pyörälä, 2009). Syrové mléko od dojnic se sub-
klinickou mastitidou tak může být významným zdrojem
obou skupin stafylokoků v mlékárenských provozech.
Riziko kontaminace mléčných výrobků stafylokoky navíc
zhoršuje jejich střední až vysoká schopnost tvořit biofilmy
a ulpívat na površích technologických zařízení (Felipe
a kol., 2017, Snel a kol., 2014, Martins a kol., 2017). 
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1 - přídavek azidu sodného lze použít pro selektivní stanovení koaguláza-pozitivních stafylokoků
2 - půda sice obsahuje mannitol, avšak acidobazický indikátor nikoliv - fermentaci mannitolu tedy nelze prokázat 
3 - modré kolonie v důsledku štěpení chromogenního substrátu tvoří např. L. monocytogenes, zatímco S. aureus tvoří kolonie zbarvené šedo-černě v důsledku redukce

teluričitanu 

Vlastnost Projev Baird-Parker HiCrome Aureus Staphylococcus Vogel-Johnson Mannitol salt 
agar + supl. agar + supl. agar bez supl.1 agar + supl. phenol red agar

Koagulázová aktivita zóna precipitátu fibrinu ano ne ne ne ne
Lecitinázová aktivita projasněná zóna ne ano ne ne ne
Redukce teluričitanu šedo-černé kolonie ano ano ne ano ne
Fermentace mannitolu žluté kolonie a zóny ne ne ano/ne 2 ano ano
Růst v přítomnosti 7,5 % NaCl nárůst kolonií ne ne ano ne ano
Růst v přítomnosti 0,5 % LiCl nárůst kolonií ano ano ne ano ne
Fosfatidylinositol fosfolipáza modré kolonie 3 ne ano ne ne ne

Tab. I Specifikace testovaných půd
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Z výše uvedeného vyplývá význam obou skupin stafy-
lokoků pro mlékárenství a nutnost mít k dispozici vhodné
metody jejich detekce a stanovení. I přes prudký rozvoj
molekulárně-biologických a instrumentálních mikrobio-
logických metod mlékárenské podniky stále využívají
převážně klasické kultivační postupy. 

Pro stanovení koaguláza-pozitivních stafylokoků těmito
postupy jsou k dispozici normy ČSN EN ISO 6888-1 (1999)
a ČSN EN ISO 6888-2 (1999), přičemž podle změny A1
z roku 2004 je druhá jmenovaná norma pro mlékárenské
vzorky vhodnější. Pro stanovení koaguláza-negativních stafy-
lokoků speciální kultivační postup neexistuje. Komerčně však
jsou dostupné různé půdy pro stanovení stafylokoků, ať už
umožňující odlišit koaguláza-pozitivní stafylokoky, či niko-

liv. Cílem této práce tedy je porovnat kultivační metody
stanovení stafylokoků v mlékárenských vzorcích, přičemž
jako vzorky postihující pestrost pro mlékárenství význam-
ných mikroorganismů bylo zvoleno syrové mléko. 

Materiál a metody 

Analýza syrového mléka
Analyzováno bylo 26 cisternových vzorků syrového

kravského mléka. Stanovení probíhalo za níže uvedených
podmínek, přičemž jednotlivé půdy jsou blíže speci-
fikovány v Tab. I:

• celkový počet mikroorganismů (CPM) na GTK agaru
(MILCOM a.s.) po kultivaci při 30 °C/72 h,

• koaguláza-pozitivní stafylokoky podle ČSN EN ISO
6888-2 (1999) na Baird-Parker agaru s RPF suple-
mentem obsahujícím králičí plasmu a fibrinogen 
(MILCOM a.s.) po kultivaci při 37 °C/24-48 h,

• koaguláza-pozitivní stafylokoky na HiCrome Aureus
agaru se suplementem obsahujícím teluričitan draselný
a žloutkovou emulzi (Sigma-Aldrich) po kultivaci při
37 °C/24-48 h,

• stafylokoky na Staphylococcus agaru (Sigma-Aldrich)
bez přídavku azidu sodného po kultivaci při 37 °C/
24-48 h,

VĚDA, VÝZKUM
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Druh Původ Označení kmenů
S. aureus kravské mléko 446, 448, 529

kozí mléko 568, 569 
nozdry ovce 64
filtr na kravské mléko 601
výtěry z nosu 9, 22, 23, 34, 35

S. haemolyticus kravské mléko 284, 376, 528, 524
S. warneri kravské mléko 482, 589 
S. chromogenes kravské mléko 203, 502

Tab. II Kmeny stafylokoků z pracovní sbírky VÚM 

Σ - suma všech mikroorganismů vykultivovaných za podmínek metody 
CPS - koaguláza-pozitivní stafylokoky, popř. obdobná skupina mikroorganismů stanovených za podmínek metody 
ND - nestanoveno 

Vzorek CPM Baird-Parker HiCrome Aureus Staphy. agar Vogel-Johnson Mannitol salt 
agar + supl. agar + supl. bez supl. agar + supl. phenol red agar
ΣΣ CPS ΣΣ CPS ΣΣ ΣΣ CPS ΣΣ CPS

1 1,1 x 106 6,7 x 102 <10 4,5 x 104 <10 7,9 x 103 5,6 x 104 <10 7,9 x 103 <10
2 3,4 x 107 4,3 x 102 <10 4,1 x 103 <10 4,3 x 103 2,1 x 105 <10 5,0 x 102 <10
3 2,0 x 104 1,3 x 103 <10 4,2 x 103 <10 3,0 x 103 3,0 x 103 <10 1,8 x 103 <10
4 1,9 x 107 6,7 x 103 <10 1,4 x 104 <10 1,5 x 104 3,6 x 104 <10 4,3 x 102 <10
5 1,0 x 106 2,0 x 103 <10 1,4 x 104 <10 ND 9,0 x 104 <10 3,6 x 103 1,5 x 102

6 8,4 x 105 2,5 x 103 <10 2,0 x 104 <10 ND 1,2 x 104 <10 2,4 x 104 <10
7 5,9 x 105 2,4 x 103 <10 2,2 x 104 <10 5,7 x 103 9,5 x 103 <10 3,1 x 103 <10
8 1,4 x 106 1,3 x 103 <10 7,0 x 103 <10 4,7 x 103 1,2 x 104 <10 1,1 x 103 1,9 x 102

9 2,1 x 105 1,5 x 103 <10 8,5 x 103 <10 ND 6,5 x 103 <10 1,5 x 103 1,5 x 103

10 2,4 x 105 5,9 x 102 <10 4,4 x 103 <10 2,9 x 103 5,5 x 103 <10 6,0 x 102 <10
11 3,5 x 105 8,7 x 102 <10 2,5 x 104 <10 ND 2,4 x 104 <10 4,1 x 103 4,1 x 103

12 7,2 x 105 1,9 x 103 <10 2,5 x 104 <10 1,3 x 104 6,8 x 104 <10 3,1 x 104 <10
13 7,0 x 105 2,1 x 103 <10 1,0 x 104 <10 6,0 x 102 3,0 x 103 <10 5,3 x 102 3,0 x 101

14 4,9 x 105 3,7 x 102 <10 1,6 x 104 <10 1,4 x 104 3,4 x 104 <10 6,0 x 102 <10
15 4,0 x 105 2,2 x 103 <10 7,6 x 103 <10 8,0 x 102 2,2 x 104 <10 4,2 x 103 <10
16 6,4 x 106 2,7 x 102 <10 6,2 x 103 <10 5,0 x 102 5,4 x 104 <10 <10 <10
17 1,2 x 105 7,3 x 102 <10 3,2 x 104 <10 4,3 x 103 7,5 x 103 <10 1,0 x 103 <10
18 1,2 x 105 9,8 x 102 <10 3,4 x 103 <10 8,0 x 102 2,0 x 103 <10 7,0 x 102 <10
19 4,0 x 104 3,5 x 102 3,0 x 101 3,5 x 102 <10 6,0 x 102 8,0 x 103 <10 1,4 x 102 <10
20 1,1 x 105 1,6 x 103 <10 1,9 x 103 <10 1,2 x 103 4,6 x 104 <10 4,0 x 102 <10
21 1,2 x 106 3,4 x 103 <10 2,8 x 103 1,0 x 102 1,9 x 103 2,2 x 105 <10 1,0 x 103 <10
22 4,3 x 106 2,6 x 103 <10 1,6 x 103 <10 1,1 x 103 5,2 x 104 <10 8,1 x 102 7,0 x 101

23 1,2 x 105 1,6 x 103 <10 2,6 x 103 5,5 x 102 6,7 x 102 3,4 x 104 <10 4,1 x 102 <10
24 1,4 x 106 9,6 x 103 9,9 x 102 1,3 x 104 4,0 x 103 6,2 x 103 5,3 x 104 <10 4,7 x 105 4,7 x 105

25 1,0 x 106 7,3 x 103 5,2 x 102 9,4 x 103 6,2 x 103 4,7 x 103 2,4 x 104 <10 2,6 x 104 1,6 x 104

26 1,4 x 105 9,0 x 103 4,7 x 102 8,7 x 103 1,4 x 103 4,2 x 104 7,6 x 104 <10 2,9 x 104 1,7 x 104

Tab. III Výsledky rozborů syrového mléka (KTJ/ml)
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• koaguláza-pozitivní a mannitol-utilizující stafylokoky na
Vogel-Johnson agaru se suplementem teluričitanu drasel-
ného (Sigma-Aldrich) po kultivaci při 37 °C/24-48 h,

• patogenní stafylokoky na Mannitol salt phenol red
agaru (Sigma-Aldrich) po kultivaci při 37 °C/24-48 h. 

Testování izolovaných kmenů 
Z rozborů syrového mléka na testovaných půdách byly

izolovány vybrané kolonie, a to jak kolonie typické pro
stafylokoky či koaguláza-pozitivní stafylokoky, tak ostatní
kolonie rostoucí za podmínek metody. Takto izolované
kmeny byly přečištěny rozočkováním na BHI agar po kul-
tivaci při 37 °C/24-48 h. Označeny byly kódem "SA + číslo
vzorku mléka + číslo kmene z daného vzorku". Kmeny
byly zaslány na identifikaci metodou MALDI-TOF MS do
akreditované laboratoře SVÚ Jihlava. Dále s nimi byly
provedeny tyto testy:

• růst a vzhled kolonií na všech testovaných půdách po
rozočkování inokulační kličkou a kultivaci při 37 °C/ 
24-48 h,

• hemolýza na krevním agaru (Oxoid) po inokulaci
roztěrem a kultivaci při 37 °C/24 h,

• přítomnost vázané koagulázy (clum-
ping factor) pomocí kitu Coagulase
test slides (Sigma-Aldrich),

• tvorba katalázy, kdy byla kultura
nakultivovaná na povrchu GTK agaru
přelita 3% peroxidem vodíku a pozo-
rována byla tvorba bublinek plynu. 

Kromě toho byly kmeny S. aureus
podrobeny těmto dalším testům:

• přítomnost vázané koagulázy (clum-
ping factor) pomocí kitu STAPHYLO
LA SEIKEN (Denka Seiken),

• PCR detekce druhově specifického
fragmentu SA442 metodikou podle
Martineau a kol. (1998),

• PCR detekce genů sea, seb, sec, sed,
see, seg, seh, sei pro tvorbu příslušných
enterotoxinů metodikou popsanou
autory Monday a Bohach (1999)
a Lo/veseth a kol. (2004),

• PCR detekce genu mecA kódujícího
rezistenci k meticilinu metodikou po-
psanou autory Boșgelmez-Tmaz a kol.
(2006),

• posouzení rezistence vůči panelu
13 antimikrobiálních látek za použití
diskové difuzní metody s antibiotický-
mi disky (Oxoid) na půdě Mueller-
Hinton (Biokar). Použity byly tyto
disky: oxacilin 1μg, tetracyklin 30 μg,
erytromycin 15 μg, sulfometoxazol
s trimetoprimem 25 μg, gentamicin
10 μg, vankomycin 30 μg, klindamycin
2 μg, chloramfenikol 30 μg, cefotaxim

30 μg, ciprofloxacin 5 μg, cefoxitin 30 μg, rifampicin
5 μg a teikoplanin 30 μg. Jako kontrolní kmen byl
použit S. aureus ATCC 25923, přičemž výsledky byly
interpretovány podle standardu CLSI M02-A10 (2008). 

Další testované kmeny 
Aby byl počet otestovaných kmenů co nejvyšší, byly

rovněž zařazeny kmeny stafylokoků z pracovní sbírky
VÚM. Jejich přehled je uveden v Tab. II. 

Výsledky a diskuze

Na všech půdách obsahujících teluričitan rostly šedo-
černé a popř. khaki kolonie. Na Baird-Parker agaru s RPF
suplementem měly prakticky všechny kolonie tuto barvu
a kolem některých kolonií byla zóna precipitátu fibrinu.
Podobně na Vogel-Johnson agaru měly prakticky všechny
kolonie šedo-černou či khaki barvu a kolem některých
kolonií byla zóna žlutě zbarveného agaru. Naproti tomu na
HiCrome Aureus agaru rostly jak šedo-černé a khaki
kolonie (některé z nich s vyjasněnou zónou), tak kolonie

25MLÉKAŘSKÉ LISTY 164, Vol. 28, No. 5

VĚDA, VÝZKUM

SA 1-5 Aerococcus viridans R-H N N M N N -
SA 2-5 Viridibacillus sp. N N N Š N Š +
SA 9-1 Viridibacillus sp. R N N Š N Š +
SA 8-1 Arthrobacter roseus R N R K N K +
SA 1-2 Cellulosimicrobium cellulans R N N M N K +
SA 7-5 Enterococcus faecalis N N N M Š-Ž Š -
SA 1-3 Enterococcus faecalis R N R M Š-Ž N -
SA 5-1 Enterococcus faecalis R N N M Š-Ž Š -
SA 2-4 Enterococcus casseliflavus R N N N Š-Ž N -
SA 3-1 Enterococcus mundtii R N R M N K +
SA 4-2 Bacillus licheniformis R Č R M Š Š +
SA 7-4 Bacillus licheniformis R Č R M Š Š +
SA 5-3 Bacillus pumilus R-H Č R M Š N +
SA 2-7 Kocuria rhizophila R Ž R K N N +
SA 7-3 Micrococcus luteus R N R K Š-Ž N +
SA 6-4 Lactococcus lactic subsp. lactis N N N N Š-Ž N -
SA 19-3 Lactococcus lactic subsp. lactis N N N N Š-Ž N -
SA 2-3 Lactococcus garvieae N Ž N N Š-Ž N -
SA 4-3 Macrococcus caseolyticus N N R N N Š +
SA 4-3 Macrococcus caseolyticus R N R K Š Š +
SA 2-6 Microbacterium arborescens N N R M Š N +
SA 19-1 Microbacterium arborescens R N N M Š N +
SA 4-4 Microbacterium sp. N N R M Š Š +

Tab. IV Vlastnosti a růst mikroorganismů jiných než stafylokoky na testovaných
půdách
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zbarvené tyrkysově modře díky štěpení chromogenního
substrátu nebo kolonie špinavě smetanové. Na Mannitol
salt phenol red agaru rostly převážně červené kolonie
v barvě agaru, pouze některé kolonie byly žluté se žlutou
zónou. Na Staphylococcus agaru bez suplementu s azidem
sodným rostly pouze barevně neodlišené bílé až smetanové
kolonie. 

Výsledky získané na těchto půdách při analýze syrového
mléka jsou shrnuty v Tab. III. Patrný z ní je relativně nízký
záchyt koaguláza-pozitivních stafylokoků ve vzorcích. Aby
stanovení koaguláza-pozitivních stafylokoků nebylo

rušeno, vhodné je, aby použitá půda byla
co nejselektivnější pro rod Staphylococcus
a mikroorganismy jiných rodů na ní
prorůstaly co nejméně. 

Rozdíly v sumě mikroorganismů vykul-
tivovaných za podmínek metody na testo-
vaných půdách byly 0-3 řády. Na Baird-
Parker agaru s RPF suplementem, jakožto
na referenční půdě, byly celkové záchyty
spíše nižší. Naopak na HiCrome Aureus
agaru se suplementem byly celkové záchy-
ty spíše vyšší. Pro většinu vzorků byly na
této půdě vykultivovány šedo-černé,
tyrkysově modré i khaki kolonie, což sice
určité rozlišení mikroorganismů umožnilo,
avšak nebránilo to tomu, aby byly koagu-
láza-pozitivní stafylokoky zachytávány
spíše jen na přerostlých plotnách. Na
Vogel-Johnson agaru se suplementem byly
celkové záchyty rovněž vyšší, a navíc si
byly vykultivované kolonie velmi podob-
né, s obtížným odlišením koaguláza-pozi-
tivních stafylokoků. Proto se tato půda
jevila jako méně vhodná. Kolonie si byly
navzájem velmi podobné i na Staphylo-
coccus agaru bez suplementů, což nazna-
čuje, že tato půda má praktický význam
jen za předpokladu dostatečné selektivity
a specificity pro rod Staphylococcus. Jako
nejvíce odlišná se jevila půda Mannitol
salt phenol red agar, na které byly celkové
záchyty spíše nižší a záchyty mannitol-fer-
mentujících mikroorganismů neodpoví-
daly záchytům koaguláza-pozitivních
stafylokoků v ostatních vzorcích. 

Bližší vhled na selektivitu a specificitu
testovaných půd poskytují Tab. IV a V.
Kromě koaguláza-pozitivních a koaguláza-
negativních stafylokoků na těchto půdách
rostly i jiné Gram-pozitivní bakterie.

Nejméně se osvědčily půdy výše disku-
tované vzhledem k relativně vyšším
celkovým záchytům. Na Vogel-Johnson
agaru se suplementem tvořily vzhledově
nerozlišitelné kolonie všechny testované
kmeny S. aureus a některé kmeny koag-

uláza-negativních stafylokoků, mikrokoků, enterokoků
a laktokoků. HiCrome Aureus agar se suplementem sice
umožňuje detailnější rozlišení kolonií na základě detekce
lecitinázy, avšak jak mezi testovanými kmeny S. aureus,
tak mezi koaguláza-negativními stafylokoky a mezi ostat-
ními mikroorganismy byly zjištěny kolonie šedo-černé
i kolonie tyrkysově modré, což spolehlivé rozlišení jed-
notlivých skupin mikroorganismů znemožnilo. Praktická
využitelnost těchto půd v mlékárenství je tedy diskutabilní. 

Pro zbývající tři testované půdy se možné aplikace nabíze-
jí. Baird-Parker agar s RPF suplementem se jeví jako
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9 Staphylococcus aureus R-H Ž R Š Š-Ž Š + +
22 Staphylococcus aureus R Č N Š Š-Ž K + +
601 Staphylococcus aureus R N R Š Š-Ž Š + +
64 Staphylococcus aureus R Č R Š Š-Ž Š + +
35 Staphylococcus aureus R N R Š Š-Ž Š + +
529 Staphylococcus aureus R N R Š Š-Ž K + -
23 Staphylococcus aureus R Č R Š Š-Ž Š + +
34 Staphylococcus aureus R Ž R Š Š-Ž Š + +
448 Staphylococcus aureus R Ž R Š Š-Ž K + -
446 Staphylococcus aureus R Ž R Š Š-Ž K + -
569 Staphylococcus aureus R Ž R M Š-Ž Š + +
568 Staphylococcus aureus R Ž R M Š-Ž Š + +
SA 21-1 Staphylococcus aureus R Ž R Š Š-Ž Š + +
SA 19-2 Staphylococcus aureus R-H Ž R Š Š-Ž Š + +
SA 4-1 Staphylococcus succinus R Č R M Š Š - +
284 Staphylococcus heamolyticus R-H Ž R Š Š-Ž Š - +
528 Staphylococcus heamolyticus R Ž R Š Š-Ž Š - +
SA 2-2 Staphylococcus heamolyticus R Č R Š Š Š - +
524 Staphylococcus heamolyticus R Č R Š Š Š - -
376 Staphylococcus heamolyticus R Ž R M Š-Ž Š - +
SA 7-1 Staphylococcus epidermidis R Č R Š N Š - +
SA 1-4 Staphylococcus epidermidis R N R Š N N - +
SA 9-3 Staphylococcus sciuri R N R M Š-Ž Š - +
SA 9-2 Staphylococcus sciuri R Ž R M Š-Ž Š - +
SA 2-1 Staphylococcus sciuri R Č R M Š Š - +
SA 11-1 Staphylococcus sciuri R Ž R M Š-Ž Š - +
SA 6-1 Staphylococcus sciuri R N R M N N - +
589 Staphylococcus warneri R-H N R Š Š Š - +
482 Staphylococcus warneri R Č R Š Š Š - +
502 Staphylococcus chromogenes R N R Š Š-Ž Š - +
203 Staphylococcus chromogenes R-H Č R Š Š K - +
SA 3-2 Staphylococcus chromogenes N Č R Š Š Š - +
SA 7-2 Staphylococcus chromogenes R N R Š Š-Ž Š - +

Tab. V Vlastnosti a růst stafylokoků na testovaných půdách 
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nejvhodnější metoda pro stanovení koaguláza-pozitivních
stafylokoků. Přestože je v souladu s ČSN EN ISO 6888-2
(1999) nutné počítat s možným záchytem S. aureus tvořícím
světleji zbarvené (khaki) kolonie či netvořícím precipitát fib-
rinu, jedná se spíše o výjimky. Pro co nejspolehlivější záchyt
všech přítomných bakterií rodu Staphylococcus, a jejich
využití pro další experimenty, se nabízí Staphylococcus agar
bez azidového suplementu. Následovat by však měly další
konfirmační kroky. Na této půdě rostlo 32 z 33 testovaných
kmenů stafylokoků a 12 z 23 kmenů jiných mikroorganismů.
Půda Mannitol salt phenol red agar se jeví jako vhodnější pro
stanovení Gram-pozitivních halotolerantních bakterií. Rostlo
na ní 24 z 33 testovaných kmenů stafylokoků a 5 z 23 kmenů
jiných mikroorganismů - tedy jen některé kmeny, zřejmě
odolnější vůči přítomnosti 7,5 % NaCl a složení půdy
nutričně chudšímu než Staphylococcus agar. Rozlišování
S. aureus a ostatních mikroorganismů na základě fermentace
mannitolu se neosvědčilo. 

Pro potvrzení identifikace a posouzení vlastností testo-
vaných kmenů S. aureus byly zařazeny doplňkové analýzy,
jejichž výsledky jsou uvedeny v Tab. VI. S využitím
druhově-specifické PCR bylo v souladu s metodou MALDI-
TOF MS potvrzeno, že dokonce i kmeny 446, 448 a 529,
u kterých nebyla prokázána přítomnost vázané koagulázy,
patří k druhu S. aureus. Tyto kmeny byly koaguláza-negativ-
ní při použití obou testů (Coagulase test slides, STAPHYLO
LA SEIKEN) i na Baird-Parker agaru s RPF suplementem,
na kterém tvořily khaki kolonie bez precipitátu. Kromě toho
byly v testovaném souboru přítomny kmeny nesoucí geny
pro tvorbu enterotoxinů i kmeny bez těchto genů, stejně tak
jako kmeny vykazující i nevykazující fenotypovou rezisten-
ci k testovanému panelu antibiotik. Žádný z kmenů nenesl
gen mecA pro rezistenci k meticilinu. 

Závěr

Porovnány byly různé kultivační metody pro stanovení
stafylokoků v syrovém mléce. Pro koaguláza-pozitivní
stafylokoky se, i s vědomím známých úskalí, nejlépe
osvědčila referenční metoda podle ČSN EN ISO 6888-2

(1999). Pro koaguláza-negativní stafylokoky žádná z testo-
vaných metod nebyla dostatečně selektivní, nicméně pro
záchyt bakterií rodu Staphylococcus jako celku lze
doporučit Staphylococcus agar bez azidového suplementu
v kombinaci s následnou konfirmací pomocí vhodných
metod. Mannitol salt phenol red agar výrobcem doporučo-
vaný pro stanovení patogenních stafylokoků v mléce se
ukázal jako vhodný pro stanovení Gram-pozitivních halo-
tolerantních bakterií. Toto stanovení může být užitečné
nejen při analýze syrového mléka, ale i solných lázní, sol-
ných nálevů, apod. 
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Effect of Carbohydrate and Nitrogen
Supplementation on Nisin Production 
in Whey Films

Abstrakt

Nisin je polypeptid významný pro svoji antibakteriální
aktivitu. U vybraného kmene Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 731 produkujícího nisin byl testován přída-
vek různých zdrojů dusíku a uhlíku na produkci nisinu.
Byly odzkoušeny přídavky peptonu, sojového peptonu
a kyselého kaseinového hydrolyzátu v dávce 2 % a laktóza
a maltodextrin v dávce 5 % a 10 %. Produkce nisinu byla
sledována agarovou difuzní metodou. Jako indikátor
inhibice růstu byl použit kmen Micrococcus luteus ATCC

10240. Současně byly provedeny paralelní pokusy se všemi
kombinacemi ve sladké a sladké demineralizované
syrovátce. Nejlepších výsledků bylo dosaženo u varianty
kyselý kaseinový hydrolyzát 2 % a maltodextrin 10 %.
Vyšší výtěžnost nisinu byla stanovena u sladké deminera-
lizované syrovátky.

Klíčová slova: syrovátka, demineralizovaná syrovátka,
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 hydrolysáte 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

Úvod

Syrovátka vzniká jako vedlejší produkt při výrobě sýrů,
tvarohu a kaseinu. Je snaha co nejvíce syrovátku využívat,
a tím zajistit lepší ekonomickou bilanci výroby. K prodlou-
žení trvanlivosti syrovátky se používá sušení, které sníží
náklady na přepravu. Možnosti výroby i využití do krmiv
a do potravin negativně ovlivňuje poměrně vysoký obsah
solí v syrovátce, proto se používá demineralizace použitím
gelové filtrace, ionexů, elektrodialýzy nebo nanofiltrace.
Míra odstranění solí závisí na další aplikaci produktu (pro
zkrmování stačí 60% odsolení, pro lidskou výživu se
používá vyšší stupeň odsolení). Demineralizovaná syrovát-
ka se buď zahušťuje, příp. suší, nebo se z ní separují výz-
namné složky (Suková, 2006). Syrovátka se přidává do
mnoha potravinářských výrobků (nápojů, sýrů, mléčných
výrobků a mražených krémů, do chleba a pečiva, do cereál-
ních snacků, do masných výrobků, vyrábějí se z ní analogy
masa, fortifikují se s ní potraviny a doplňky stravy
a vyrábějí se z ní fólie na bázi syrovátky). V poslední době
se zvyšuje i využití syrovátky jako růstového média
mikroorganismů za účelem produkce průmyslově využitel-
ných látek. Drbohlav a kol. (2009) sledoval schopnost tvor-
by kyseliny mléčné u vybraných kmenů laktobacilů ve
sladké syrovátce za účelem dalšího studia zpracování
syrovátky na biologicky odbouratelné polymery pro
obalové materiály. Kavková a kol. (2017) sledovala
antifugální vliv přípravku s obsahem propionátu na bázi
fermentované syrovátky na trvanlivost toustových chlebů. 
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