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Abstrakt

Cilem diplomové prace bylo stanovit celkové pocty mikroorganismi a

detekovat jednotlivé mikroorganismy pomoci hmotnostni spektrometrie.

V obdobi od ¢ervna do prosince roku 2017 bylo celkem vySetteno 35 vzorkd
pasterizovaného mléka ze dvou mlécnych automati (Hodkovice, Suchdol). Pro
porovnani byly vzorky rozdéleny na odbér v teplejsich (Cerven — zaii) a chladnéjsich
(tfijen — prosinec) obdobich roku. V kazdém vzorku mléka byl stanoven celkovy
pocet mikroorganismii a byla provedena detekce mikroorganismii pomoci

hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Celkové pocty mikroorganismi se ve vysetfovaném pasterizovaném mléce
pohybovaly od 3,27 log KTJ/ml do 7,35 log KTJ/ml. Pomoci hmotnostni
spektrometrie se ve vzorcich identifikovalo 210 mikroorganismti patficich
do 20 celedi grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a jednoho zastupce
eukaryotnich mikroorganismti. Nejcastéji se identifikovatelni zastupci tadili do

éeledi Enterobacteriaceae.

Kli¢ova slova: pasterizované mléko, celkové pocty mikroorganismti, MALDI-TOF,

kontaminace mléka



Abstract

The aim of the study was to evaluate the total viable count and detects each

microorganism by the use of mass spectroscopy.

In the period of June to December 2017 35 samples of pasteurized milk from
two vending machines (Hodkovice, Suchdol) were tested. For comparison samples
were divided to warmer season (June-Septemeber) and colder season
(October-December) sampling. The total amount of microorganism was determined
in each sample of milk and total viable count was estimated by the use of mass

spectroscopy MALDI-TOF.

The total viable count in the tested pasterized milk were from
3,27 log KTJ/ml up to 7,35 log KTJ/ml. The mass spectroscopy detected
210 microorganisms belonging to 20 families of gram-positive and gram-negative
bacteria and one species of eukaryot organism. The most often identified species

belong the Enterobacteriaceae family.

Key words: pasterized milk, total viable count, MALDI-TOF, milk contamination
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1.Uvod

Mikrobiologicka analyza ma pti vyrobé potravin zcela nezastupitelnou roli.
Vyznam mikroorganisml nespociva pouze v otdzce bezpecnosti potravin a ochrany
konzumentt pfed moznym vznikem alimentdrniho onemocnéni, vyznamna je také
jejich uloha pfi vyrobé a zpracovani potravin, zejména fermentovanych vyrobkt, ¢i
naopak podil na jejich kazeni. Spolu se zvySujicim se tlakem na produkci
bezpecnych a kvalitnich potravin, vzrlsta i potifeba jednoduchych, rychlych a co
nejvice specifickych metod detekce mikroorganismti,, urCenych jako vhodna

alternativa ke klasickému kultivacnimu vysetieni.

Matrix-Assisted  Laser  Desorption/lonization = Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF) je dnes jiz standardné vyuzivan ve zdravotnictvi
k diagnostice mikroorganismti na urovni rodu i druhu. Vynika piedev$im svou
rychlosti, schopnosti vyhodnoceni velkého poctu vzorki béhem jednoho vstupu,
nenarocnosti na piipravu vzorku a personalni obsluhu. Také cena jedné analyzy je
oproti ostatnim metoddm zanedbatelna, pomineme-li vys$i pofizovaci naklady.
Detekce mikroorganismt v potravinach pomoci MALDI-TOF, by mohla napomoci k
presnéjsimu urceni kontaminujici mikrofléry. Na rozdil od molekuldrnich metod

detekuje pouze aktualni Zivotaschopné mikroorganismy.



2. Literarni reSersSe

2.1. Kvalita syrového mléka pred zpracovanim

Dle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 se jako
»Syrové mléko”“ oznaCuje mléko, které nebylo zahfdto na vice nez 40 °C
nebo osSetfeno zplsobem s rovnocennym ucinkem. Syrové mléko obsahuje velmi
ruznorodé bakterialni populace, z nichZz nékteré jsou bakterie prospésné pro
zpracovani a nckteré se podileji na znehodnoceni mléka (QUIGLEY et al., 2013).
Prodej tohoto mléka ze dvora nebo z mlécnych automati predstavuje jen zlomek
z celkového prodeje. Vzhledem k riziku mozného pfenosu alimentarnich infekci
nelze tepelné neosetiené mléko doporuéit k piimé spotiebd (CURDA and STETINA,
2014; ZEINHOM and ABDEL-LATEF 2014).

Kvalita syrového mléka se hodnoti pomoci pocétu somatickych bunéck
a celkového poctu mikroorganismti (CPM). Do skupiny CPM patii vSechny
mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni MO schopné rist za stanovenych
podminek pii teploté 30 °C (CEMPIRKOVA et al., 2012; HANUS et al., 2012).
Podle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 je hygienicky limit
pro CPM < 1x10° KTJ/ml a pro somatické buiiky < 4x10°. Pfitomnost vy$siho poctu
somatickych bunék a mikroorganismi (MO) je spojena se zvySenou aktivitou
enzymil, které poskozuji slozky mléka, potencidlné vedou k defektim mléka
a mohou vést k negativnimu ovlivnéni koneéného produktu (CEMPIRKOVA et al.,
2012; SARKAR, 2015).

V Ceské republice (CR) se jesté kvalita syrového mléka fidi normou
CSN 57 0529, ve které se kromé vyse uvedenych hodnot sleduji dalsi doplitkové
znaky nad ramec pozadavkid Evropské unie (EU) (HANUS et al., 2012).
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Pii hodnoceni mikrobidlni kvality mléka jsou vedle CPM sledovany nasledujici

skupiny MO:

e Koliformni bakterie jsou skupina aerobnich a fakultativné anaerobnich,
gramnegativnich ty¢inek, netvofici spory. Jsou schopné fermentovat laktozu za
vzniku plynu a kyselin béhem 48 hodin pfi 32 — 35 °C (HERVERT et al., 2016;
MARTIN et al., 2018). Dnes ma tato skupina vice nez 20 bakteridlnich rodu
(MASIELLO et al., 2016). Koliformni bakterie slouzi jako indikator fekalniho
znecisténi. Pii tepelném oSetfeni by mély byt inaktivovany.

e Termorezistentni MO mohou piezit pasterizacni proces (napf. termorezistentni
stafylokoky).

e Sporotvorné anaerobni bakterie ve form¢ spor piezivaji pasterizacni zahtev (napf.
Bacillus spp. nebo Paenibacillus spp.).

e Psychrotrofni MO jsou vétSinou termolabilni gramnegativni koky, které jsou pfi
pasterizaci inaktivovany. Mohou se pomalu mnozit i pfi teplotach pod 10 °C.
Pasteraci jsou usmrceny, ale produkuji termorezistentni protedzy a lipazy, které
zhor3uji technologické vlastnosti mléka (BURDOVA et al., 2002; GORNER and
VALIK, 2004; STETINA 2009; CEMPIRKOVA et. al., 2012; ZIYAINA et al.,
2018).

2.2, Enzymaticka ¢innost mléka

Mléko obsahuje 3iroké spektrum enzymi. Rada z nich se podili na
pfirozeném antibakteridlnim systému mléka, nékteré vSak mohou katalyzovat
biochemické reakce, které vedou ke vzniku senzorickych vad a znehodnoceni mléka
(FROMM and BOOR, 2004; STETINA, 2009; ALOTHMAN et al, 2018).
Enzymy vytvofené mikrobialni c¢innosti mohou byt produkovany bakteriemi
pfidanymi k fermentaci, mohou pochazet ze somatickych bunék nebo jsou
produkovany bakteriemi, které kontaminuji mléko (CHEN et al., 2003; SUSTOVA
and SAMKOVA, 2012). Mikrobialni enzymy pochazejici z kontaminujici mikrofléry
jsou piedev§im termorezistentni proteazy a lipazy psychrotrofnich MO (BURDOVA
et al., 2002; CHEN et al., 2003; STETINA, 2009). Proteolyza zptsobena témito MO
vede ke koagulaci mléka, necisté a hoiké chuti (BURDOVA et al., 2002; SCHMIDT
et al.,, 2012). Zjistovani pfitomnosti a aktivity enzyml lze tedy vyuzit k zjiSténi
hygieny ziskavani mléka, ke kontrole provedeni tepelného oSetfeni mléka,
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¢i k hodnoceni nebezpeci rozkladu jednotlivych slozek mléka pisobenim enzymi

(SUSTOVA and SAMKOVA, 2012).

Schopnost enzymt ovliviiovat kvalitu zpracovanych mléénych vyrobkt zavisi
na nékolika faktorech, v€etné hladiny enzymu, specificity enzymu, tepelné stability,
teploty zpracovani a skladovani, pH, vlhkosti a pfitomnosti inhibitor( a aktivatort.
Potencialni ucinek se bude lisit v zavislosti na enzymu, produktu a podminkach
(SARKAR, 2015). Zaveéry ZIYAINA et al. (2018) ukazuji, ze mikrobidlni rist
je ve vzajemné korelaci s produkci sekundarnich metaboliti proteolyzy a lipolyzy

od mikrobialni hladiny 5,0 log KTJ/ml.

Rody Pseudomonas a v mensi mite Bacillus byly intenzivné studovany kvili
jejich produkci protedz a lipdz v mléce. Rod Bacillus mize syntetizovat velké
mnozstvi extracelularnich enzymu (napf. proteazy a lipazy). Maximalni produkce se
bézné vyskytuje v pozdné exponencialnich a casnych stacionarnich fazich rastu pred
sporulaci (CHEN et al., 2003). DOGAN and BOOR (2003) izolovali 338 izolatt
Pseudomonas spp., které predstavovaly 42 unikéatnich ribotypt. 51 % znich
produkovaly protedzu, 47 % lecitindzu a 67 % lipazu. Pseudomonas fluorescens
produkoval vSechny tfi enzymy, naopak Pseudomonas putida v 87,5 % ptipadd
neprodukoval zadny enzym. RAJMOHAN et al. (2002) hodnotili proteolytickou
a lipolytickou aktivitu 37 izolath P. fluorescens z pasterizovaného mléka. Uvedli,
ze vSechny izolaty byly pozitivni na proteolytickou 1 lipolytickou aktivitu.
Nekteré kmeny Pseudomonas spp. jsou schopny produkovat enzymy uz pfi
koncentraci 10* KTJ/ml (MARTIN et al., 2018).

2.2.1. Mikrobialni proteazy

Mikrobialni protedzy jsou produkovany zejména rody Pseudomonas,
Flavobacterium, Proteus, Bacillus, Alcaligenes a jiné (gUSTOVA and SAMKOVA,
2012). Vétsina proteaz z psychrotrofnich bakterii prednostné plisobi na kasein oproti
syrovatkovym proteinim (CHEN et al., 2003). Z kaseinovych bilkovin je
mikrobidlnimi protedzami nejrychleji Stépen K-kasein, rychle také ubyva B-kasein,

oproti tomu ztraty o.Si-kaseinu jsou minimalni (SUSTOVA and SAMKOVA, 2012).
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Optimalni teplota produkce mikrobialnich proteaz je okolo 20 °C (ZIYAINA
et al., 2018), ale 70 — 90 % psychrotrofnich MO je schopno produkovat proteazu
i pii 4 °C. Proteolyzu lze prokazat pfi poétu MO < 10 v 1 ml mléka (SUSTOVA and
SAMKOVA, 2012).

Existuji tfi mechanismy, diky kterym teplo zplisobuje ztratu aktivity proteaz:

e teplo, které vede ke konformacnimu rozloZeni proteaz (denaturace)
e teplo zvySujici samoosetieni proteaz (autoproteolyza)
e teplo, které mlze vést k nevratné neenzymatické kovalentni modifikaci (napf.

deamidace) (CHEN et al., 2003)

Vétsina druhtt  Pseudomonas spp. produkuje pouze jeden typ proteazy,
typickou neutralni zinkovou metaloproteazu s optimalnim pH 6,5 — 8 (CHEN et al.,
2003). Bylo prokazano, ze si P. fluorescens LY 13 zachovava vice nez 50 %

proteazové aktivity i po pasterizaci (BURDOVA et al., 2002).

Proteazy rodu Bacillus preménuji vegetativni bunku na spory béhem nékolika
hodin (CHEN et al., 2003). CHEN et al. (2003) zaznamenali kli¢eni spor, preziti a
dokonce rust B. licheniformis a B. stearothermophilus v zahus§téném mléce mezi
pasterizatorem a suSici vézi pfi vyrobé suSenych a plnotuénych praska. Rist
B. stearothermophilus za téchto podminek odrazi skutecnost, Ze jeho spory jsou

jedny z nejvice tepelné rezistentnich bakterialnich spor.

CHEN et al. (2003) izolovali i proteazy rodu Pseudomonas. Syrové mléko si
zachovalo 55 az 65 % pocateéni aktivity po tepelném zpracovani pii 77 °C po dobu
17 sekund a 20 az 40 % ucinnosti po tepelném zpracovani pii 140 °C po dobu

5 sekund v pufrech pii pH 7.

2.2.2. Mikrobialni lipazy

Lipazy jsou pomérné malo specifické enzymy. Hydrolyzuji triacylglycerol na
di- ¢i monoacylglycerol a mastné kyseliny, pfi¢emz pro tvorbu smyslovych vad jsou
dilezitt C4 a C10 kyseliny, zvla§té pak kyselina méselna (SUSTOVA and
SAMKOVA, 2012). Volné mastné kyseliny miZzou zpusobit zluknuti
a tzv. mydlovou ptichut (DOGAN and BOOR, 2003). Mnoho MO mize produkovat

vice typu extracelularnich lipaz, které hydrolyzuji riizné mastné kyseliny.
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Podminky jako teplota, pH, zdroje dusiku a lipidi, koncentrace anorganickych soli
a dostupnost kysliku ovliviiyji hladinu produkovanych lipaz. Polysacharidy, jako je
glykogen, hyaluronat, laminarin, pektin B a arabskda guma, mohou také zvysit
produkci extracelularnich lipaz (CHEN et al., 2003). Nékteré mikrobialni lipazy jsou
dilezité pti vyrobé nékterych syri, kterym davaji specifickou chut’ a viini (YILMAZ
et al., 2005).

Mikrobialni lipazy produkuji bakterie Pseudomonas spp., Flavobacter spp.,
Proteus  spp.,  Clostridium  spp.,  Bacillus  spp., Escherichia  coli,
Corynebacterium spp., plisn¢ a kvasinky. Jejich nejvétsi aktivita je pri 20 °C,
ale zistava zachovana i pfi nizsich teplotach (SUSTOVA and SAMKOVA, 2012).
Hydrolyza lipidi z rezidualnich hladin lipaz zbyvajici po tepelném zpracovani
snizuje trvanlivost mléka. Po 22 dnech po pasterizaci pii skladovani v 8 °C muze

lipazova aktivita ziistat na 60 % (ZIYAINA et al., 2018).

Lipazy produkované Pseudomonas spp. jsou relativné tepeln€ stabilni.
CHEN et al. (2003) zkoumali lipolytickou aktivitu rodu Pseudomonas. Lipazy
izolované ze syrového mléka si zachovaly 55 — 100 % aktivitu po tepelném
zpracovani pii 63 °C po dobu 30 minut a 75 — 100 % aktivitu po tepelném
zpracovani pii 100 °C po dobu 30 sekund v odstfedéném mléce. Vétsina lipaz rodu
Bacillus  vykazuje nejvyssi katalytickou aktivitu pfi teplotach v rozmezi
od 60 do 75 °C, coz je 30 °C nad nejvyssi aktivitou pro lipazy rodu Pseudomonas
(30 —45 °C).

MASIELLO et al. (2016) uvedli, Ze 10 izolath Buttiauxella spp. ziskanych
z pasterizované¢ho mléka bylo negativnich na pfitomnost lipolyzy, zatimco vSechny

izolaty Serratia spp. (n = 17) ze stejné studie byly pozitivni.

2.3. Pasterizace

Tepelné zpracovani potravin redukuje pocet MO. Kritéria vybéru zptisobu
pasterizace by méla vychazet z pocatecni bakterialni koncentrace a typu pfitomnych
bakterii (DUMALISILE et al., 2005; SARKAR, 2015). Pasterizace se provadi kvuli
zajisténi zdravotni nezivadnosti mléka a zvyseni trvanlivosti suroviny (STETINA,

2009).
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Dle platné legislativy (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
853/2004 ve znéni Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006 a Vyhlasky

(@]

(@]

. 397/2016 Sb.) se tepelné oSetieni mléka dosahuje nékolika zplisoby:

e Pasterizace nizkou teplotou po dlouhou dobu — tepelné oSetfeni mléka
a mlécnych vyrobkl zahtatim mléka na teplotu nejméné 63 °C po dobu nejméné
30 minut.

e Pasterizace vysokou teplotou po kratkou dobu (HTST = high temperature/short
time) — tepelné oSetfeni mléka a mlécnych vyrobkd zahtatim mléka na teplotu
nejméng 71,7 °C po dobu nejméné 15 sekund.

e Jakoukoli jinou kombinaci ¢asu a teploty vedouci k rovnocennému t¢inku.

e Vysokotepelné oSetfeni (UHT = ultra high temperature) — zahrnuje souvisly
pritok tepla za vysoké teploty po kratkou dobu (nejméné 135 °C v kombinaci s
pfiméfenou dobou zdrZeni), aby v oSetfeném vyrobku nebyly zadné zivé
mikroorganismy ani spory schopné riistu v prostiedi aseptické uzaviené nadoby
pfi pokojové teploté.

e Sterilace — tepelné oSetfeni mléka a mléénych vyrobkl jejich neptimym ohfevem
v hermeticky uzavienych obalech na teplotu nad 100 °C po dobu zajistujici
splnéni pozadavku na mikrobiologickou nezavadnost podle nafizeni, kterym se
stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny zivoc¢isného ptivodu (Natizeni
Evropského Parlamenzu a Rady (ES) €. 853/2004) bez poruseni uzavéru

e Vysoka pasterace (mléko s prodlouzenou trvanlivosti) — tepelné osetfeni mléka a
mléénych vyrobktl zahfdtim mléka na teplotu nejméné 85 °C (nyni neni

legislativné oSetieno, vyhlaska ¢. 77/2003 byla zruSena)

Zpracovani mléka metodou UHT miZe byt provazeno nezadoucimi
senzorickymi zménami, tj. vafena ¢i karamelizovana ptichut (SCHMIDT et al.,
2012). Proto byla zavedena nova vyrobni technika pro pasterizaci mléka,
tj. mléko s prodlouzenou trvanlivosti, které chutnd jako Ccerstvé mléko,
ale je mozné ho skladovat az 4 tydny (KAUFMANN et al, 2010).
Mléko s prodlouzenou trvanlivosti nahrazuje bézné pasterizované mléko,
kvali rostouci poptdvce po mlécnych vyrobcich s prodlouzenou trvanlivosti.
Technologie produkujici toto mléko zahrnuje tepelné zpracovani s vysokym
hydrostatickym tlakem, impulsnim elektrickym polem, bactofugaci nebo

mikrofiltraci.  Nejcastéji pouzivanou technikou je tepelné zpracovani,
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po némz nasleduje mikrofiltrace. Vysoky hydrostaticky tlak a impulsni elektrické
pole se v soucasné¢ dob¢ pii komeréni vyrobé mléka s prodlouzenou trvanlivosti
nepouzivaji (SCHMIDT et al., 2012; DOLL et al., 2017). Mikrofiltrace odstrani
99,1 -99,9 % spor (SARKAR, 2015).

Pasterizaci by se mélo dosahnout sniZzeni poctu MO pod 1000 KTJ/ml
a inaktivace mlééné lipazy pod 1 % jeji ptvodni aktivity (STETINA, 2009).
Efektivni proces pasterizace by mél odstranit vétSinu patogennich bakterii,
nicméné nekteré termorezistentni bakterie mohou pasterizaci piezit (FERNANE et
al., 2016). Mezi termorezistentni rody patii naptiklad Micrococcus, Bacillus,
Clostridium, Microbacterium, a Enterococcus (CEMPiRKOVA et al., 2012).
GORNER and VALIK (2004) uvadgji jako zdroje kontaminace termorezistentnich

bakterii vodu a nedostatecné vycisténé strojni zatizeni.

SARKAR (2015) tvrdi, Ze pokud se mléko pasterizuje pfi nizSich teplotach
(76 =79 °C), mohou byt pozorovany vyrazn€ nizs§i pocty bakterii i po del§im
skladovani pii 6 °C. Tento jev zpusobuje dobihajici, pfirozen¢ pulsobici
antimikrobialni aktivita laktoperoxiddzového systému. Zahiati mléka v teplotnim
rozmezi 72,9 — 85,2 °C nevykazovalo zadnou odchylku smrticiho ucinku na rizné
izolované bakterialni rody. AvSak spory, které vytvareji nekteré bakterie, kli¢ily 1épe
v pasterizovaném mléce a objevily se jako kli¢ové pti zkraceni doby pouzitelnosti.
Optimalni teplota pro tvorbu spér bylo 65 — 75 °C. ZvySena pasterizacni teplota
80 — 90 °C vedla ke kratsi dobé pouzitelnosti, kviili stimulaci riistu spér a poklesu
efektivity antimikrobidlnich latek. Mléko zpracované pii teploté 76 °C vykazovalo

nejnizsi bakterialni rist a nejdelsi dobu pouzitelnosti.

24. Mikrobialni kvalita pasterizovaného mléka

Mikrobiologickou kvalitu pasterizovaného mléka ovliviiuje tada faktord.
Mezi né patii doba skladovani syrového mléka pied zpracovanim, zvolené tepelné
zpracovani a koncentrace tepelné odolnych mikroorganismii, podminky skladovani
po pasterizaci a biofilmova mikroflora, coz se zda byt hlavnim zdrojem kontaminace
mléka po pasterizaci (FERNANE et al., 2016). Syrové mléko mize obsahovat
bakteridlni spory odolné vici pasterizaénim teplotdm (napt. Bacillus cereus).

Naopak pasterizace tyto spory muze zaktivovat ke kliceni (SARKAR, 2015).
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Sporotvorné bakterie, tykajici se mlékarenského pramyslu lze rozdélit do

dvou skupin:

e Aerobni bakterie tvotrici spory (napi. Bacillus cereus, Paenibacillus spp.,
Geobacillus stearothermophilus)

e Anaerobni bakterie tvotici spory (napt. Clostridium tyrobutyricum)

Aerobni baktérie tvorici spory mohou slouzit jako ukazatele kvality suseného
mléka a mohou omezit trvanlivost pasterizovaného mléka. Anaerobni bakterie,
jako je Clostridium tyrobutyricum, jsou charakteristické produkci plynu a zpisobuji
vady syri (ORTUZAR et al., 2018). Tyto spory mohou pomoci enzymu snizit kvalitu
pasterizovaného mléka (ZIYAINA et al., 2018). Spory Paenibacillus spp.,
Viridibacillus ~ spp., a Bacillus weihenstephanesis jsou schopné klicit
i pfi chladnickovych teplotach, tim piedstavuji jeden z faktorG pro omezenou dobu
trvanlivosti (SARKAR, 2015; ORTUZAR et al., 2018). PORCELLATO et al. (2018)
pozorovali, Ze bakterie patfici do tadi Lactobacillales, Pseudomonadales,
Clostridiales a Bacillales byly hojné&ji zastoupeny bezprostiedné po pasterizaci oproti

mléku syrovému.

V syrovém mléce tvoii az 98,1 % celkové mikroflory psychrotrofni MO.
Termofilni a termodynamické bakterie zastupuji 1,4 % a psychrofilni 0,5 % celkové
mikrofléry. Naopak u pasterizovaného mléka se pomér méni. Psychrotrofni MO
zastupuji jen 53 %, termofilni s termodynamickymi 39,5 % a psychrofilni 7,5 %
celkové mikroflory. Pasterizace ve skuteCnosti zaktivuje kliceni spor a rist

termofilnich a termodynamickych MO (SARKAR, 2015).

SCHMIDT et al. (2012) pozorovali mikrobiologické zatizeni mléka oSetiené
vysokou pasterizaci a mikrofiltraci. Vzorky syrového mléka s hodnotami
4,8 (Sarze A), 6,4 (Sarze B) a 5,0 (Sarze C) log KTJ/ml byly diky mikrofiltraci
snizeny o 5 — 6 log na pocet méné nez 1 log KTJ/ml. Nasledna pasterizace vedla k
dals$imu poklesu poc¢tu bunék pro Sarzi A, ale mirné zvysila pocty pro Sarzi B a C,

nejspise kvili procestim kli¢eni spor a rekontaminaci.

Dale SCHMIDT et al. (2012) pozorovali, ze vzorky pasterizovaného mléka,
které byly skladovany v chladirenskych teplotich (n = 125) vykazovaly riznorodé
CPM v rozmezi od < 1 az 8,0 log KTJ/ml. Vice nez 50 % vSech vzorkli mélo

vynikajici mikrobidlni kvalitu < 3 log KTJ/ml, ale 8 % vzorki vykazovalo
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CPM > 6 log KTJ/ml. Dominantni populaci tvofily grampozitivni
Microbacterium spp. izolované z 64,8 % vzorkd. Sporulujici Bacillus spp.,
Brevibacillus spp., Lysinibacillus spp. a Paenibacillus spp tvotily 20,8 % populace.
Naproti tomu v mléce inkubovaném pfi teploté¢ 30 °C dominovaly bakterie tvotici

spory, které byly detekovany v 82,4 % vzorkd.

ELWELL and BARBANO (2006) uvedli, Ze ve tfech jimi pozorovanych
Sarzich byl CPM v syrovém mléce sniZzen mikrofiltraci z 2,4; 3,6 a 1,475 log KTJ/ml
na 0,240; 0,918 a 0,240 log KTJ/ml. Po pasterizaci se hodnoty snizily na
0,005; 0,008 a 0,005 log KTJ/ml, coz dokazuje, ze kombinace pasterizace
a mikrofiltrace snizila primérny CPM o 5,6 log KTJ/ml.

2.5. Kontaminace po pasterizaci

Mikrobialni kazeni cCerstvého mléka zplsobuji grampozitivni MO,
které prezily pasterizacni teplotu nebo gramnegativni MO, které se do mléka dostaly
az po pasterizaci (FROMM and BOOR, 2004). Nicmén¢ i selhani pasterizace
a pritomnost vysokych poctli gramnegativnich bakterii v syrovém mléce mohou byt
také odpovédné za pfitomnost gramnegativnich bakterii v pasterizovaném mléce
(MARTIN et al., 2018). Pfitomnost vysokého poctu gramnegativnich MO
po pasterizaci mize ,,maskovat“ pfitomnost menSich poctl termorezistentnich
grampozitivnich bakterii, jako je Bacillus spp. a Microbacterium spp. (FROMM and
BOOR, 2004).

Bakterie postpasterizacni kontaminace se rozdéluji na Ctyfi skupiny
(Tabulka 1). Pseudomonas spp. je nejcastéji hlaSeny MO odpovédny za
postpasteriza¢ni kontaminaci. Je schopny rastu i pfi nizkych teplotaich (RANIERI
and BOOR, 2009; MARTIN et al., 2018).
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Tabulka 1 Rozdéleni mikroorganismii postpasteriza¢ni kontaminace

Skupina mikroorganismu Piiklady rodii/druhii
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas spp. Pseudomonas fragi
Pseudomonas lundensis
Pseudomonas putida

Enterobacter spp.

Klebsiella spp.

Koliformni bakterie Citrobacter spp.

Hafnia spp.

Serratia spp.

Aeromonas spp.

Non-Pseudomonas, nekoliformni gramnegativni Flavobacterium spp.

bakterie Acinetobacter spp.

nekoliformni Enterobacteriaceae

skupina Bacillus cereus

Grampozitivni bakterie tvorici spory

Paenibacillus spp.

upraveno dle Martin et al. (2018)

Navzdory dlouhodobému pouzivani koliformnich bakterii jako hygienickych
ukazateld v mlékarenském primyslu, nedavny vyzkum v USA naznacuje,
ze koliformni bakterie pfedstavuji mén€ nez 50 % bakteridlnich kontaminanti,
které se podileji na kontaminaci pasterizovaného mléka (RANIERI and BOOR,
2009).

V celé Evropé se jako indikatory hygienického zachdzeni s mlékem sleduji
bakterie z Celedi Enterobacteriaceae (EB). Dle Natizeni komise (EU) ¢. 365/2010
hladina EB v pasterizovaném mléce na konci vyrobniho procesu nesmi piekrocit
limit 10 KTJ/ml. Tato skupina organismt se sklada z gramnegativnich, tepelné
labilnich ty&inek. Vétsina tvoii kataldzu, nikoli oxidazu. Celed” EB také zahrnuje
zminéné koliformni rody bakterii (HERVERT et al., 2016). Ackoliv sledovani
hladiny EB poskytuje v porovnani s koliformnimi MO obsahlej§i rozsah o
hygienickych podminkach, do této skupiny nepatfti né€kolik dilezitych
postpasteurizacnich kontaminantti (napt. Pseudomonas spp.) (RANIERI and BOOR,
2009).

Ke kontaminaci mléka po pasterizaci miize dojit béhem piepravy, skladovani
i zpracovani v mlékarné¢ (PORCELLATO et al, 2018). Je dulezité zjistit,
zda jde o kontaminaci pfechodnou nebo trvalou (MARTIN et al. 2018).
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Pretrvavajici kontaminace nastava, kdyz jsou MO zaneseny do zafizeni
a vném pietrvavaji i po Cisténi a sanitaci. Pretrvavajici kontaminace mohou byt
v podob¢ biofilmu (MARTIN et al., 2018). Biofilm je spolecenstvi mikrobidlnich
bun¢k ptichycenych k povrchu nebo k okolnim bunikam. Volné plovouci buiky
se prichycuji na povrch pomoci adhezinl. Po pfichyceni méni své chovani a fenotyp.
Produkuji velké mnozstvi lepivého polysacharidu, ze kterého se vytvari hlenova
matrice, kterda drzi bunky pohromadé¢ a funguje jako voStinové leSeni,
v némz se bunky mnozi a tvofi se mikrokolonie a splet’ kanalkll. Na urcity impulz
se bunky z biofilmu odlucuji, prechazeji do planktonického stavu, odplouvaji
a kolonizuji dalsi casti povrchu (SCHINDLER, 2014). Biofilm mze dosahovat

2. Biofilmy jsou obtizng& eradikovany za pouziti b&znych

osidleni az 108 KTJ na cm-
rezimi CiSténi a dezinfekce kvili jejich rezistenci a kvili tomu, Ze dezinfekéni
prosttedky nepronikaji do biofilmové matrice. Jako uc¢inna dezinfekce na
inaktivovani biofilmu se osvédc¢il chlor a ozon (SARKAR 2015; FERNANE et al.,

2016).

Tvorba biofilmu na kontaktnich plochach a izolace B. cereus,
Pseudomonas spp. a termofilnich streptokokti z povrchili postpasteriza¢niho vybaveni
mlékarenské jednotky naznacuji, ze povrchy zafizeni mohou ptisobit jako zasobniky
pro rekontaminaci mléka, ¢imZ se snizuje ucinnost pasterizacnich a sanitarnich tprav
(FROMM and BOOR, 2004; SARKAR, 2015; FERNANE et al., 2016; MARTIN et
al., 2018; PORCELLATO et al., 2018; ZIYAINA et al., 2018).

Pfechodné kontaminace vznikaji pfi nedodrzeni hygienickych doporuceni
pracovnikd nebo kvili biologickym aerosolim. Biologické aerosoly jsou suspenze
mikroskopickych pevnych nebo kapalnych ¢astic ve vzduchu, které nesou bakterie,

houby nebo jiné MO (MARTIN et al. 2018).

Studie v USA naznacuji, ze téméf 50 % pasterizovaného mléka vykazuje
znamky postpasteriza¢ni kontaminace psychrotrofnimi organismy (MARTIN et al.

2018).
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2.6. Skladovatelnost pasterizovaného mléka

Pasterizované mléko méa dobu skladovatelnosti od 2 do 20 dni. Zavisi to
na hygienickych podminkach pii dojeni, kvalit¢ syrového mléka, dobé skladovani
syrového mléka, zvolené tepelné upraveé, koncentraci tepelné odolnych MO
a neporuseni nepferuseni chladirenského procesu (FROMM and BOOR, 2004;
SARKAR, 2015; ZIYAINA et al, 2018). Jedny z nejkritictéjSich faktort,
které zkracuji trvanlivost pasterizovaného mléka, jsou teplota a doba skladovani
syrového mléka, protoze syrové mléko ma pii pokojové teploteé pouzitelnost
jen n€kolik hodin (ZIYAINA et al., 2018).

Dle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. se mléko a mlécné vyrobky skladuji, prepravuji
a uvadéji na trh pfi teplot€ od 2 °C do 8 °C s vyjimkou mléka, smetany a mlécnych

vyrobkil osetfenych metodou UHT nebo sterilaci.

Kromé teploty a doby skladovani jsou dulezitymi faktory v syrovém mléce
skute¢né poéty psychrotrofnich MO a rychlost ochlazovani (BURDOVA et al.,
2002). Pokud CPM dosahne hodnotu 6 — 7 log KTJ/ml znaci to konec doby
pouzitelnosti. Nicméné, 1 niz§i hodnoty mohou zplisobit smyslové zmény,

které mohou spotiebitelé vnimat jako znehodnoceni mléka (ZIY AINA et al., 2018).

Dlouha doba skladovani syrového mléka pted pasterizaci ma za nasledek
zvySeni poctu psychrotrofnich, lipolytickych a proteolytickych bakterii,
které produkuji enzymy a zptsobuji zmény mléka (BURDOVA et al., 2002;
ZIYAINA etal., 2018).

Bylo prokazano, ze skladovani pii teplot¢ 10 °C ve srovnani se skladovaci
teplotou 4 °C se sniZzuje trvanlivost pasterizovaného mléka témét o dvé tretiny
(BURDOVA et al., 2002). SARKAR (2015) tvrdi, Ze neni zaznamenany vyznamny
vliv v dobé pouzitelnosti (0 - 6 dnl pti skladovaci teploté 4,5 °C) nebo v dob¢
skladovani pasterizovaného mléka (0 — 20 dni pfi 4,5 °C), pokud mikrobiologicka
kvalita pasterizovaného mléka odpovidd pocatecnimu stavu < 1000 bakterialni

populace a < 100 ml"!' koliformnich bakterii.

Dle PORCELLATO et al. (2018) teplota a doba skladovani vyznamné
ovliviiuje pocty KTJ B. cereus. Pti skladovaci teploté 4 °C vzorky mléka vykazovaly

velmi nizké nebo nedetekovatelné pocty B. cereus. Naopak, skladovani pii 8 °C mélo
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za nasledek navyseni poc¢tu KTJ B. cereus hlavné ke konci doby pouzitelnosti v

porovnani se skladovanim pti 4 °C.

Dle SARKARA (2015) ma chlazené pasterizované mléko skladovatelnost az
20 dnt pii skladovaci teploté 6,1 °C. S nardstem teploty o 4 — 10 °C se snizila doba
trvanlivosti diky proteolytické a lipolytické aktivité psychrotrofnich MO.
dobu skladovatelnosti pasterizovaného mléka, objevovaly psychrotrofni kmeny.
Mezofilni kmeny sice pfi nizkych teplotach nerostou, ale kolonizuji s jinymi
bakteriemi v biofilmech. Pii skladovani mléka byl zaznamendn minimalni rist

bakterii pfi teploté 4 — 7 °C, ale 15krat vyssi aktivita pii navyseni teploty na 15 ° C.

Dle RANIERI and BOORR (2009) mléko, které bylo znehodnoceno
aerobnimi sporotvornymi bakteriemi neprojevovalo znamky kazeni déle nez 14 dni.
Pasterizované mléko obsahujici bakterie rodu Pseudomonas mélo krat§i dobu
pouzitelnosti nez to, které obsahovalo jiné bakterie, jako Flavobacterium spp.
a Acinetobacter spp. (CHEN et al., 2003). MARTIN et al. (2012) v prizkumu mléka
beéhem 10 let v New Yorku zjistil, Ze vzorky s postpasterizatnimi kontaminanty,
konkrétn€ s koliformnimi bakteriemi, vykazovaly po 14 dnech vyrazné vyssi CPM

neZ vzorky bez kontaminace koliformnimi bakteriemi.

Odstredéné mléko ma vzhledem k vyssi proteazové aktivité vyznamné kratsi

dobu skladovatelnosti v porovnani s mlékem plnotu¢nym (SARKAR, 2015).

2.7. Maldi Biotyper, princip metody

Rychlou a velmi pfesnou identifikaci a typizaci mikroorganismli poskytuje
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice s
priletovym  analyzatorem  (MALDI-TOF  MS,  Matrix-Assisted  Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) (BURSOVA et al., 2014).
Pro detekci MO pomoci MALDI-TOF MS jsou potieba vypéstovat kolonie na
agarové pude€. Takto narostlé MO jsou diky MALDI-TOF MS ptesné identifikovany
béhem nékolika minut bez nutnosti hlubSich znalosti o MO. UZivatelé ani nemusi
veédet, zda se jednd o bakterie nebo kvasinky. Pokrok v hmotnostni spektrometrii
a bioinformatice je revolucni identifikace bakterii a hub v klinické mikrobiologii

(PATEL, 2013).
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Jedna se o Setrnou ionizacni metodu, kdy biomolekuly (proteiny bunéénych
extraktll) nejsou po ataku laseru Stépeny, ale pouze ionizovany pomoci matrice
(Obrazek 1). Nejcastéji se vyuzivaji dusikové UV lasery, v mensi mife infraCervené
(IR) lasery. Ozateni o vinové délce 337 nm trva 4 ns. Matrice zajisti kontakt
analyzované molekuly s laserem tak, aby biomolekula nebyla atakovana pitimo
a Stépena nezadoucim zplsobem. Matrice dale zprostfedkovava pienos energie,
kdy excitované molekuly matrice za vysokého tlaku pfenosem protonu ionizuji
molekuly analytu (biomolekuly) (BURSOVA et al., 2014).

-
Laserovy paprsek *

337 nm t
L letici

*‘ ion

4
ok analyt

matrice

MALDI

/ desticka

Obrazek 1 Schéma ionizace (Bursova 2014)

Ionty, které presly do plynné faze, postupuji pres silné elektrické pole,
ve kterém jsou urychleny a zaostfeny. Vstoupi do vakuové trubice hmotnostniho
analyzatoru doby letu (TOF, Time of Flight), kde se pohybuji rychlosti tmérnou
jejich hmotnosti a naboji. MEfi se doba letu ¢astice, lehéi ¢i vice nabité ionty dorazi
k detektoru dfive nez t€ZSi nebo méné nabité (Obrazek 2). Detektor je propojen
s po¢itatem a pomoci softwaru jsou data zpracovana (BURSOVA et al., 2014).

K  identifikaci mikroba, bakterie nebo houby je potfeba pouze

10° — 10 bunék (SCHINDLER, 2014).
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Obrazek 2 Schéma pristroje MALDI - TOF MS (Bursova 2014)

Matrice vyextrahuje z mikroorganismii jednotlivé proteiny, pievazné
ribosomalniho piivodu. Ty jsou pfitomny ve vSech fazich rtstu bunky a jsou ve
vzorku obsazeny ve vysokych koncentracich. Ribosomalni proteiny predstavuji asi
20 % veskerych bunéénych bilkovin a asi 3 % celkové hmoty (BURSOVA et al.,
2014).

V pribéhu meéteni laser odpaii v ramci tzv. ,,mékkého* ionizacniho procesu
matrici a uvolni pozitivn¢ nabité proteiny. Proteinové ionty postupuji pres silné
elektrické pole, ve kterém jsou elektrostaticky urychleny a proleti trubici k detektoru
rychlosti, ktera je mérna jejich hmotnosti a naboji. Lehc¢i ionty se pohybuji rychleji
nez tézké. Mefi se celkova doba letu, kterd uplyne mezi pulzacnim zrychlenim

(aplikace laseru) po dopad ionti na detektor (NYC and BUBENICEK, 2015).

Vysledkem je hmotové spektrum, které je druhové specifické pro jednotlivé
mikroorganismy a predstavuje de facto jejich tzv. fingerprint. Hmotnostni spektrum
testovaného izolatu se automaticky porovnava s databazi referencnich spekter.
Aby se urcila souvislost spektra naméfeného vzorku se spektrem v databazi,
je vytvofen seznam nejvice piibuznych organismi, z nichz kazdy ma ciselné
hodnoceni (procento nebo skore) podle tirovné divéry v identifikaci. V zavislosti na
vysi hodnoty je organismus identifikovan u rodiny, rodu nebo druhu (PATEL, 2013).

Namétené spektrum je srovnano s profily ulozenymi v referenéni databazi

24



s naslednym vyhodnocenim (NYC and BUBENICEK, 2015). Srovnani shody spekter
urCuje numerickd hodnota tzv. skore. Skore 0 — 1,699 znaci nespolehlivou
identifikaci, skoére 1,700 — 1,999 znaci identifikaci pravdépodobného rodu,
2,000 — 2,299 znaci bezpecnou identifikaci a rodu a pravdépodobnou identifikaci

druhu, 2,300 — 3,000 znaci vysokou pravdépodobnost identifikace druhu.

Aktualni databaze jsou obecné nejlepsi pro identifikaci béznych aerobnich
gramnegativnich ty¢inek a grampozitivnich kok. Muzou chybét nékteré MO,
jako naptiklad nékteré anaeroby, houby nebo mykobakterie. Vzhledem k ménici
se nomenklatufe a pribéznému popisu novych druhd a vznikajicich MO je nezbytna

aktualizace databazi pro zajisténi funkcnosti a aktualnosti databaze (PATEL, 2013).

Komer¢ni systétmy MALDI — TOF MS jsou k dispozici od dvou vyrobct.
Bruker, ktery je pouzivan celosvétoveé a bioMérieux, ktery je pouzivan hlavné ve

Francii (PATEL, 2013).

Pfi¢inou nezdaru identifikace muze byt smésnd bakteridlni kultura,
nepfitomnost typovych kmenl v databazi nebo genetickd heterogenita uvnitf
rodového komplexu. Podobné pfipady nastavaji u pneumokokl a streptokok,
problémy mize rovnéz Cinit velmi tzka genetickd ptibuznost rodt Escherichia
a Shigella Uzivatelim by tato omezeni méla byt dobfe znama, je tfeba s nimi
v diagnostickém procesu pocitat a k identifikaci radéji volit alternativni metodu

(NYC and BUBENICEK, 2015).
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3. Material a metodika

3.1. Cil prace

Cilem prace bylo posoudit celkové pocty mezofilnich MO v pasterizovaném
mléce a pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF analyzovat pasterizované
mléko, odebirané z mléénych automatti na pritomnost bakterii zptisobujicich kazeni

a na pritomnost podminéné patogennich a patogennich bakterii.

3.2. Material

Vzorky pasterizovaného kravského mléka byly odebirany ze dvou automati
na mléko (Praha Suchdol a Hodkovice) v obdobi od zacatku ¢ervna 2017 do konce
prosince 2017. Na automatech bylo uvedeno, Ze mléko bylo oSetfeno Setrnou
pasterizaci. Odbéry byly pro porovnani rozdéleny na odbéry v teplejSich
(Cerven — zafi) a chladnéjSich (fijen — prosinec) obdobich roku. Z mlékomatii bylo
celkem uskute¢néno 35 odbéri pasterizovaného mléka (18 odbéri z mlékomatu
v Hodkovicich a 17 odbérit z mlékomatu v Suchdole). Vzorky byly odebirany
do sklenénych sterilnich lahvi (0,5 1), ulozeny do chladiciho boxu a pfepraveny

do laboratote, kde byly ihned zpracovany.

Kazdy vzorek byl za ucelem stanoveni celkového poctu mikroorganismi

nao¢kovan dle norem CSN EN ISO 4833-1, 2.

Kazdy vzorek mléka byl dale kultivovan na krevnim agaru (KA) (Oxoid)
a na UriSelect agaru (URI) (Oxoid) pii 37 °C po dobu 24 hodin (Obrazek 3 a 4)
pro naslednou detekci mikroorganismii pomoci hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight).

URI umoziuje detekci specifickych enzymt, coz je zarukou diferenciace
druht nebo skupin organismii s minimalni potiebou potvrzovacich testl

(URISELECT™4, 2013).
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Vyhodnoceni zbarveni (Obrazek 4) kolonii po 18 — 24 hodinové inkubaci pfi

35-37°C:

o [-galaktosidaza: riizové kolonie signalizuji mozny vyskyt Escherichie coli

o [B-glukosidaza: tyrkysové modré kolonie signalizuji nalez grampozitivnich kok,
hlavné enterokokt

o [3-galaktosidaza a B-glukosidaza spolec¢né: modrofialové kolonie pravdépodobné
patti do skupiny KESC (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. nebo
Citrobacter spp.)

e Tryptofan deaminaza (TDA): oranzovohnédé kolonie s hnédavou aureolou
kolem ukazuje na mikroorganizmus skupiny PMP

(Proteus-Providencia-Morganella) (URISELECT™4, 2013)

Obrazek 3 Nariist kolonii na krevnim agaru (foto: Szabova)
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Obrazek 4 Nartist kolonii na UriSelect agaru (foto: Szabova)

3.3. Metodika

3.3.1. Stanoveni celkového po¢tu mikroorganismu

Priprava vzorkit pro mikrobiologické vysetreni

Redéni a piiprava vzorki pro mikrobiologické vySetfeni je upraveno
vCSNISO 8261. Kultivace probihala na Plate Count Agarech (PCA),
které byly v laboratofi ptipraveny dle nasledujiciho postupu: ve 150 ml dH>O bylo
rozpusténo 0,75 g peptonu (Fluka Analytical), 0,375 g yeast extractu
(Sigma-Aldrich) a 2,25 g agaru (Sigma-Aldrich). Zvlast byla pfipravena 20 %
glukéza, protoze pokud se glukoza autoklavovala sagarem, zkaramelizovala
a pripalovala se. Agary a 20 % glukéza se daly vyautokldvovat na 15 minut pfi
teploté 121 °C. Po znovurozehtati agaru se ptidalo 0,75 ml 20 % glukézy.
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Stanoveni CPM
Stanoveni CPM bylo provedeno dle CSN EN ISO 4833 - 1, 2.

Z kazdého vzorku bylo ptipraveno desitkové fedéni. Inokulum bylo pielito kultivacni
pudou. Po preliti bylo inokulum promichano, aby doslo k rovnomérmému rozptyleni
mikroorganismi v kultivaéni ptidé. Na vodorovné a chladné podlozce se kultivaéni
plotny nechaly ztuhnout a poté byly ulozeny dnem vzhiru do termostatu pfi teploté

30 °C po dobu 72 hodin.
Vyhodnoceni

Po skonceni inkubace byly spocitany narostlé kolonie. Pro vypocet byly
pouzity kultivacni plotny, na nichZ bylo normou stanovené rozpéti 15 — 300 kolonii
(Obrazek 5). K vypoctu byl pouzit vzorec, ktery je napsan niZe.
Jako mérna jednotka byla vyuzita KTJ/ml a nasledujici pfevod na logaritmus pomoci

programu Microsoft Excel (2013).

N = 2¢
"~ V(ng +0,1n, + 0,01n3)d

- 2C - soucet vsech kolonii spocitanych na vybranych plotnach
- n1 - pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni

- n2 - pocet ploten pouzivanych pro vypocet z druhého fedéni

- n3 - pocet ploten pouzivanych pro vypocet z tietiho fedéni

- d - faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni
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Obrazek 5 Kultivacni plotny pouZitelné pro vypocet celkového poctu mikroorganismu
se stanovenycm rozpétim 15 — 300 kolonii (foto: Szabova)

3.3.2. Vyseti‘eni izolati pomoci MALDI-TOF

Identifikace MO byla provedena pomoci pfistroje MALDI-TOF Biotyper
(Bruker, Némecko). Analyza byla provedena pomoci MALDI Biotyper
Preprocessing Standard Method a MALDI Biotyper MSP Identification Standard
Method.

Pro vysetteni na MALDI-TOF je nutné naockovat Ccistou kulturu.
Z naockovanych vzorkd na KA a URI byla provedena izolace kolonii podle fenotypu
na novy KA. Poté byly kolonie pfeneseny pomoci aplikatoru (vyrobce doporucuje

bambusové paratko) na pozici terciku z oceli (Obrazek 6).
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Obrazek 6 Ocelova desticka pro MALDI-TOF Biotyper (foto: Szabova)

Izolat se prevrstvi 1 pl matrice, kterda se pfipravi pomoci 2,5 mg kyseliny
skoticové HCCA (Bruker) a 250 pl organického rozpoustédla. Zasobni roztok
organického rozpoustédla je sloZzen z 500 pl acetonitrilu (J. T. Baker), 475 ul QH20
(Fisher Scientific) a 25 pl kyseliny trifluoroctové (Sigma-Aldrich). Vzorek se necha
vysusit na vzduchu pfi laboratorni teploté. Po vykrystalizovani matrice na vzduchu,
je mozno pristoupit k analyze. Desticka s kapacitou 96 pozic je s pfipravenym
zaschlym vzorkem vloZzena do hmotnostniho spektrometru, kde je pod vakuem

vzorek ozaren dusikovym laserem.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Celkovy pocet mikroorganismi

Vzorky pasterizovaného mléka byly odebirany ze dvou mlécnych automatt
v obdobi od konce ¢ervna 2017 do konce prosince 2017. Odbéry byly pro porovnani
rozdéleny na odbéry v teplejSich (Cerven — zafi) a chladnéjSich (fijen — prosinec)
obdobich roku. CPM se vteplejsim obdobi roku pohybovaly v rozpéti
od 4,07 (1,2x10%) do 7,35 (2,2x107) log KTJ/ml v Hodkovicich a od 3,27 (1,9x10%)
do 5,36 (2,3x10%) log KTJ/ml v Suchdole (Tabulka 2). V chladné&jsim obdobi roku
se CPM pohybovaly od 4,26 (1,8x10%) do 5,83 (6,7x10°) log KTJ/ml v Hodkovicich
a od 3,57 (3,8x10°) do 5,18 (1,5x10°) v Suchdole (Tabulka 3). Primérny CPM
v Hodkovicich za chladngj$i obdobi byl 4,85 log KTJ/ml, za teplejsi 5,44 log
KTJ/ml. V Suchdole byl primémy CPM za chladnéjsi obdobi 4,08 log KTJ/ml,
za teplejsi 4,38 log KTJ/ml.

Syrové mléko pted zpracovanim by podle natfizeni Evropského Parlamentu a
Rady (ES) ¢. 853/2004 nem¢lo piekrocit hodnotu 5 log KTJ/ml. Maximalni CPM
v pasterizovaném mléce neni legislativné regulovan, ale hodnoty od 6 log KTJ/ml
jsou obecné povazovany za konec doby pouzitelnosti (SCHMIDT et al., 2012; DOLL
etal., 2017; ZIYAINA et al., 2018). Tento limit byl za sledované obdobi piekroc¢en u
tti vzorkt, které byly odebrany v teplejSim obdobi roku (Cervenec, zaii) z mlékomatu
v Hodkovicich. U jednoho vzorku dokonce hodnoty CPM dosahovaly 2,2x107
KTJ/ml (Tabulka 2).

PORCELLATO et al. (2018) uvedli, ze syrové mléko, které¢ ve vyzkumu
analyzovali, mélo rozmezi CPM 3,61 — 5,5 log KTJ/ml. Po pasterizaci hodnota
nepiekrocila 4 log KTJ/ml. VsSechny vzorky mléka odebrané v mlékomatu
v Hodkovicich ptekracovaly hodnotu CPM 4 log KTJ/ml. Proti tomu Sest vzorkt
(35 %) suchdolského mléka, dva v teplejsim a ¢tyfi v chladn&jSim obdobi roku, mélo
hodnotu CPM pod 4 log KTJ/ml (Tabulka 2, 3). Zjisténé vysoké hodnoty CPM,
zejména v mléce z hodkovického mlékomatu, by mohly byt vysvétleny nizsi
ucinnosti pasteriza¢niho procesu. Napt. FERNANE et al. (2016) ve své studii uvedli,

ze pasterizace byla neti¢inna u 55 % vzorkd.
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Dals$im moznym vysvétlenim vysokych hodnot CPM mize byt
postpasterizacni kontaminace, ktera ma na hodnoty CPM negativni vliv (FROMM
and BOOR, 2004). Vzhledem k tomu, Ze po odbéru mléka nenastal zietelny proplach
davkovace mléka, mohly byt vyssi CPM zpisobeny zbytky mléka, které ztstaly v
davkovaci pred samotnym odbérem.

Tabulka 2 Celkové pocty mikroorganismi (log; KTJ/ml) v pasterizovaném mléce ze
dvou mléénych automati v obdobi ¢erven — zaii 2017

Datum Hodkovice Suchdol
odbéru log KTJ/ml | KTJ/ml | log KTJ/ml | KTJ/ml
27.06. 4,89 7,9x10% n n
12.07. 6,37 2,4x10° 3,27 1,9x10°
30.07. 5,88 7,5x10° 5,03 1,1x10°
09.08. 5,11 1,3x10° 4,68 4,8x10*
18.08. 4,93 8,6x10* 4,09 1,2x10%
24.08. 4,37 2,4x10* 5,36 2,3x10°
31.08. 4,07 1,2x10% 4,35 2,2x10%
08.09. 7,35 2,2x107 4,52 3,3x10%
15.09. 6,05 1,1x10° 3,76 5,8x103

Vysvétlivky: KTJ = kolonie tvofici jednotky; n = odbér neuskute¢nén

Tabulka 3 Celkové pocty mikroorganismu (log; KTJ/ml) v pasterizovaném mléce ze
dvou mléénych automatii v obdobi Fijen — prosinec 2017

Datum Hodkovice Suchdol

odbéru log KTJ/ml | KTJ/ml | log KTJ/ml | KTJ/ml
04.10. 5,50 3,1x10° 5,18 1,5x10°
12.10. 5,50 3,1x10° 3,80 6,2x10°
18.10. 5,83 6,7x10° 4,17 1,4x10*
26.10. 5,00 1,0x10° 3,57 3,8x103
08.11. 4,26 1,8x10% 3,66 4,6x10°
16.11. 4,65 4,5x10* 4,02 1,1x10%
23.11. 4,29 1,9x10% 3,87 7,4x103
01.12. 4,38 2,3x10% 4,43 1,8x10*
14.12. 4,28 1,8x10* 4,11 1,2x10%

Vysvétlivky: KTJ — kolonie tvofici jednotky
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V pokusu bylo pozorovano a opakované zjisténo, ze mléko z mlékomatu
v Hodkovicich mélo po pétidennim skladovani v chladnicce vyrazné zménéné

senzorické vlastnosti (Zlutd barva, nakysly zapach, zména konzistence), naopak

mléko ze suchdolského mlékomatu po stejné dobé¢ nejevilo znamky kazeni (Obrazek

7 a 8).

Obrazek 7 Mléko z 8. listopadu 2017 po pétidennim skladovani pii 6 °C. Vlevo
Hodkovice, vpravo Suchdol (foto: Szabova)

Obrazek 8 Mléko z 8. listopadu 2017 po pétidennim skladovani pii 6 °C. Vlevo
Hodkovice, vpravo Suchdol (foto: Szabova)
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4.2. Detekce mikroorganismii pomoci MALDI-TOF

Spektrum MO, detekovanych pomoci ptistroje MALDI-TOF v pasterovaném
mléce ze dvou mlécnych automatt, bylo velmi Siroké. Nékteré z detekovanych MO
se bézné¢ vyskytuji ve vnéjSim prostfedi nebo osidluji napt. kizi savcl vcetné
¢loveka, jiné mohou byt indikatory fekdlniho znecisténi a nékteré se fadi mezi

oportunni patogeny (SCHINDLER, 2014).

Soucasti celkové bakteridlni mikroflory sledované v obdobi od konce
cervna 2017 do konce prosince 2017 bylo 210 MO patificich do celedi
Enterobacteriaceae,  Pseudomonadaceae, =~ Comamonadaceae, = Moraxellaceae,
Alcaligenaceae, Flavobacteriaceae, Vibrionaceae, Brucellaceae,
Sphingobacteriaceae, Neisseriaceae, Micrococcaceae, Streptococcaceae,
Enterococcaceae, Bacillaceae, Lactobacillaceae, Nocardiaceae, Carnobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Dermabacteraceae, a Dermacoccaceae NejCastéji byly ve
vzorcich popsani zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae (25 %) (Graf 1). Z uvedeného
celkového poctu MO bylo 44 % (92 MO) detekovano v mléce z mlékomatu v
Hodkovicich, 56 % (118 MO) v mlékomatu v Suchdole. Z vysledkt je patrné, ze
ackoliv mléko z mlékomatu v Suchdole mélo nizs§i primémé CPM (4,23 log
KTJ/ml), nez mléko z mlékomatu v Hodkovicich (5,15 log KTJ/ml), spektrum
bakterialnich zastupct bylo v suchdolském mléce mnohem S$ir$i. Kromé Sirokého
spektra bakterialnich zastupci (Tabulka 4, 5), byl vmléce ze suchdolského
mlékomatu izolovan téz zastupce eukaryotnich mikroorganismd,

Candida inconspicua.
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Graf 1 Cetnost detekce (%) bakterialnich &eledi pomoci MALDI-TOF v
pasterizovaném mléce ze dvou mléénych automati (Hodkovice, Suchdol)
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4.2.1. Detekované gramnegativni bakterie

Z celkovych 210 identifikovanych MO patiilo 136 (64,8 %) MO do skupiny
gramnegativnich bakterii (Tabulka 4). Gramnegativni bakterie byly v porovnani
s grampozitivnimi (35,2 %) detekovany castéji. Ve vzorcich mléka z obou
mlékomata byly zjistény bakteridlni rody celedi Enterobacteriaceae.
Konkrétn¢, v Hodkovicich byly uréeny rody: Buttiauxella, Enterobacter, Hafnia,
Pantoea, Raoultella, Yersinia, Lelliottia a Serratia. V Suchdole byly detekovany
rody: Buttiauxella, Enterobacter, Hafnia, Pantoea, Raoultella, Yersinia, Citrobacter,
Escherichia a Kluyvera. Uvedeni zastupci patii do skupiny koliformnich bakterii a
jejich pritomnost naznacuje nehygienické zachazeni s mlékem po pasterizaci
(BURDOVA et al., 2002; GORNER and VALIK, 2004; STETINA 2009;
CEMPIRKOVA et. al., 2012; ZIYAINA et al., 2018).
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Tabulka 4: Gramnegativni bakterie detekované pristrojem MALDI-TOF
v pasterizovaném mléce ze dvou mléénych automati (Hodkovice, Suchdol)

- Nejvyssi dosazené
Pritomnost vy skore
Celed Rod Druh mikroorganismu .
prokazatelnosti
Hodkovice | Suchdol | Hodkovice | Suchdol
Escherichia Escherichia coli n v n/a -/
Serratia Serratia marcescens n v n/a +++/++
Serratia liguefaciens v v R Er R
Enterobacter Enterobacter spp. v v - Ty
Enterobacter asburiae n v n/a ol
Enterobacter ludwigii v n 4/ ++ n/a
Yersinia Yersinia spp n v n/a AR [ 4R
Yersinia enterocolitica v n 4/ ++ n/a
. Citrobacter j illenii
e — . Citrobacter gillenii n v n/a R
Buttiauxella Buttiauxella spp. v v /A Fy—
Hafnia Hafnia alvei v v o/ S
Lelliottia Lelliottia amnigena v n R Er n/a
Pantoea Pantoea agglomerans v v +++ / ++ +++/++
Raoultella Raoultella spp v v o/ S
Raoultella
ornithinolytica n v n/a H+ [ ++
Raoultella terrigena n v n/a +++/++
Kluyvera Kluyvera intermedia n v n/a immial et
Pseudomonas Pseudomonas spp v v - Ty
Pseudomonas
aeruginosa v v -/ o+ /
Pseudomonas koreensis n v n/a ++/++
P e Pseudomonas putida n v n/a +++/++
Pseudomonas stutzeri n v n/a ol
Stenotrophomonas | Stenotrophomonas
maltophilia v v dHHE f4HE o+
Stenotrophomonas
acidaminiphila n v n/a +
Comamonas Comamonas terrigena n v n/a +++/++
Comamonadaceae Comamonas
testosteroni n v n/a +++/++
Acinetobacter Acinetobacter spp. v n /o n/a
Acinetobacter baumanii n v n/a AEEF ) HE
Acinetobacter
guillouiae v v 4/ ++ +++ [ ++
Moraxellaceae Acinetobacter johnsonii v v +++/++ Bl A
Acinetobacter junii n v n/a AEEF ) HE
Acinetobacter pittii v - dHHE [ dHE n/a
Acinetobacter ursingii n v n/a AEEF ) HE
Moraxella Moraxella osloensis v n AHEE [ 4EE n/a
Alcaligenaceae Alcaligenes Alcaligenes faecalis v v SHEE 4Hr o+t
. Chryseobacterium | Chryseobacterium
Flavobacteriaceae " N
indologenes n v n/a ar
_ Aeromonas Aeromonas spp. v v +H+ [+ /-
Vibrionaceae
Aeromonas veronni v n AHHE [ A n/a
Ochrobactrum
Brucellaceae Ochrobactrum maltophilia v n dHHE [ 4HE n/a
Sphingobacterium
Sphingobacteriaceae | Sphingobacterium | multivorum v n 4/ ++ n/a
Microvirgula
Neisseriaceae Microvirgula aerodenitrificans n v n/a R

Vysvétlivky: v = pfitomnost dan¢ho mikroorganismu; n = nepfitomnost daného mikroorganismu; +++/++ = pravdépodobna
detekce na Grovni druhu; + = pravdépodobna detekce na urovni rodu; n/a = vysledek nedetekovan
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4.2.1.1. Escherichia coli (Shigella spp.)

E. coli byla izolovand pouze ze dvou vzorkd pasterizovaného mléka
a to v teplejsi ¢asti roku (Cervenec, srpen) ze suchdolského mlékomatu. Tato bakterie
patii mezi béZzné komenzaly tlustého stfeva a je povaZovana za hlavni ukazatel
fekalniho zneCisténi pii vyrobé potravin. Jeji pfitomnost ve zpracovanych
potravinach je vysledkem rekontaminace, nebot tato bakterie obvykle nepfezije
procesy konzervace potravin. Mezi hlavni pfi¢iny pfitomnosti E. coli v
potravinaiskych vyrobcich patfi nedodrzovani ptislusnych technologickych rezimu,
nedodrzeni doporucenych technologickych norem a nedostatky v oblasti osobni
hygieny (SCHINDLER 2014; ZEINHOM and ABDEL-LATEF, 2014). V¢tSina
kment E. coli neptedstavuje zavazné zdravotni riziko, ale nékteré sérotypy mohou
zpusobit Zivot ohrozujici alimentarni onemocnéni. K t€émto kmentim patfi predevsim
shigatoxigenni (STEC) kmeny produkujici shigatoxin 1 a 2 a dale v ramci nich
podskupina enterohemoragickych (EHEC) kment (napf. sérotyp O157:H7). K
syndrom (tzv. HUS) ohrozujici predev§im velmi malé déti (PICOZZI et al., 2005;
HASONOVA 2012; SCHINDLER, 2014).

V Ceské republice jsou sice EHEC kmeny piitomny, ale onemocnéni je velmi
vzacné (SCHINDLER, 2014). Jednim z moznych zdroji FE. coli (EHEC) v mléce
jsou mastitidy. Vyzkumny ustav veterinarniho I1ékatstvi v Brné provedl hodnoceni
celkem 502 vzork mastitidniho mléka, v nichz bylo identifikovano 109 izolat

E. coli. Zadny z izolatd nepattil mezi EHEC (quoted in HASONOVA, 2012).

Rod Shigella ma témét identicky genom jako E. coli a fenotypem jsou si také
podobné. Lze je povazovat za mén¢ aktivni escherichie (SCHINDLER, 2014).
Databaze MALDI-TOF nedokaZe od sebe tyto rody odlisit.
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4.2.1.2. Pseudomonas spp.

Pseudomonas byl nejcetnéji se vyskytujicim rodem, ktery se ve vzorcich
mléka vyskytoval v prubéhu celé studie (Tabulka 7). Pfitomnost zastupct tohoto
psychrotrofniho rodu mtize vést k negativnim senzorickym zménam pasterizovaného
mléka v dusledku produkce enzymt, jez degraduji hlavni slozky mléka (GRAM et
al., 2002; CHEN et al., 2003; MARTIN et al., 2018). V suchdolském mléku byla
pfitomnost Pseudomonas spp. prokazana ve 100 % odebranych vzorkd,
v hodkovickém mléku v 50 % vzorkii. PORCELLATO et al. (2018) ve svém
vyzkumu sledovali vliv teploty na mikrobiologické zatizeni mléka. Bakterie patfici
do ftadu Pseudomonadales se castéji vyskytovaly v zimnich mésicich.
Pseudomonas spp. piedstavoval 26 % celkové mikroflory. Dle DUMALISILE et al.
(2005) a MARTIN et al. (2018) pfitomnost Pseudomonas spp. zna¢i Spatné
zachazeni s pasterizovanym mlékem, protoze tento rod neni schopen piezit
pasterizacni zahtev. Lze tedy predpokladat, Ze se i vnasi studii dostali zastupci

tohoto rodu do mléka aZ po pasterizaci.

DOGAN and BOOR (2003) sledovali degradaci mlécnych slozek souvisejici
s ptitomnosti kontaminujici Pseudomonas spp. VétSina izolatd byla identifikovana
jako P. putida a P. fluorescens. V na$§i studii byly identifikovany druhy

P. aeruginosa, P. koreensis, P. putida, a P. stutzeri.

Cetnost rodu Pseudomonas v syrovém a pasterizovaném mléku je doloZena
dvéma starSimi studiemi. Vjedné studii zroku 1975 se prokazalo,
ze 70 — 90 % psychrotrofl izolovanych ze vzorkd syrového mléka skladovanych po
dobu 1 tydne pti 4 °C bylo praveé z rodu Pseudomonas. Ve druhé z roku 1992 bylo
87 % psychrotrofnich bakterii izolovanych z pasterizovaného mléka skladovanych

pti 4 °C Pseudomonas spp. (quoted in CHEN et al., 2003).
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4.2.1.3. Aeromonas spp.

Rod Aeromonas spp. pattil mezi jedny z nejcastéji identifikovanych po celou

dobu studie (Tabulka 6).

KIROV et al. (1993) konstatovali, Ze vyskyt Aeromonas spp. v mléce by
mohl u vnimavych osob zplsobit gastroenteritidu. Uvedeni autofi detekovali
aeromonady v syrovém mléce v 60 % vzorkl (43 ze 72 vzorktll). Po pasterizaci stale
4 % vzorkl obsahovaly vyznamné kmeny aeromonad, z nichz nékteré¢ produkovaly

exotoxiny a byly schopné adherovat k epitelialnim buiikam.

FREITAS et al. (1993) detekovali Aeromonas spp. ve 28,6 % vzorkl
pasterizovaného mléka a ve 32 % vzorki bilych syri v Brazilii, pficemz nejcastéji se
jednalo o druhy A. caviae, A. hydrophila a A. schubertii. V nasi studii byl

identifikovan pouze druh A. veronni.

Pritomnost Aeromonas spp. byla potvrzena v syrovém mléce a mlécnych
vyrobcich (EL-SHORBAGY and AL GANZOURY, 2002; AHMED et al., 2014).
Vzhledem k tomu, Ze pasterizacni proces je pro Aeromonas spp. likvidacni, 1ze jeho
prikaz v na$i studii vysvétlit postpasterizacni kontaminaci. Zajem o tento rod
vyvolava predevsim skute¢nost, Ze zastupci jsou schopni rastu pii chladni¢kovych

teplotach a produkovat termostabilni enzymy (AHMED et al., 2014).

4.2.1.4. Yersinia enterocolitica

Yersinia spp. pattila mezi ¢etnéji se vyskytujici rody (Tabulka 6). Ve ctyfech
vzorcich hodkovického mléka byl v chladngjsi casti roku identifikovan druh
Y. enterocolitica, ktery je schopen rlistu v Sirokém teplotnim rozmezi
(od -2 do 42 °C), s optimem 28 — 29 °C (BARI et al. 2011 a HASONOVA 2012).
JICINSKA and HAVLOVA (1995) potvrzuji, ze Y. enetrocolitica se ¢astéji v mléce

vyskytuje v chladnéjsich mésicich.

HAMAMA et al. (1992) ve své studii zamétené na vyskyt Y. enterocolitica
v syrovém a pasterizovaném mléce, ve vzorcich pasterizovaného mléka tuto bakterii

neprokazali.
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Za rok 2013 Evropsky ufad pro bezpecnost potravin hlasil celkem
6471 ptipadl yersinidzy, coZ z ni €ini tfeti nejcasteji hlaSenou zoondzu v Evropské
unii. Dominantné prokazovanym druhem byla Y. enterocolitica (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY AND EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2015).

DIVYA and VARADAJ (2013) uvadeji, ze Yersinia spp. nepieziva
pasterizacni zahfev. Podle LONGENBERGER et al. (2014) je pti¢inou pfitomnosti
zastupct tohoto rodu v pasterizovaném mléku postapasterizacni kontaminace, selhani
pasterizace nebo piidani syrového mléka k jiZz  zpasterizovanému.
BURSOVA et al. (2017) potvrdili, 7e pasterizované kravské i kozi mléko
predstavuje vhodné prostfedi pro rst a mnozeni Y. enterocolitica bez ohledu na
teplotu skladovani. V ptipad¢ kontaminace pasterizovaného mléka se yersinie mohou
mnozit na mnozstvi povazované za infekéni davku béhem nékolika hodin nebo dnil,

a to v zavislosti na poctu pritomnych bakterii a teploté skladovani.

4.2.2. Detekované grampozitivni bakterie

Z celkovych 210 identifikovanych MO patiilo 74 (35,24 %) MO do skupiny
grampozitivnich bakterii (Tabulka 5). Z bakterii mlééné¢ho kvaseni, které jsou
bé&znou soudasti mlééné mikroflory (CURDA and STETINA, 2014) byly ve
vySetfovaném  pasterizovaném  mléce  detekovany  Lactococcus  lactis,
Lactococcus raffinlactis,  Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus  fermentum
a Leuconostoc lactis. Zastupci Celedi Lactobacillaceae byli detekovani pouze
vmléce ze suchdolského mlékomatu. PORCELLATO et al. (2018) uvedli,
7e bakterie patfici do fadu Lactobacillales se v mléce vyskytovaly pouze v zimnich
meésicich. V nasi studii byly bakterie tohoto fadu detekovany jak v chladnéj$im, tak

v teplejsim obdobi roku.
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Tabulka 5:

Grampozitivni

bakterie detekované

pristrojem

MALDI-TOF v

pasterizovaném mléce ze dvou mléénych automati (Hodkovice, Suchdol)

Piitomnost Nejvyssi dosaZené skore
Celed’ Rod Druh mikroorganismu prokazatelnosti
Hodkovice | Suchdol | Hodkovice Suchdol
Micrococcus .
Micrococcus luteus v v +H+/ /[
Kocuria .
Kocuria spp. n v n/a +
Kocuria kristinae n v n/a -/
Staphylococcus Staphylococcus
epidermidis v n +++ / ++ n/a
Staphylococcus
equorum v n + n/a
Staphylococcus
, gallinarum v v + +
Micrococcaceae
Staphylococcus
haemolyticus n v n/a +
Staphylococcus hominis v n +++ / ++ n/a
Staphylococcus
chromogenes n v n/a +++/ ++
Staphylococcus
saprophyticus n v n/a +++/ ++
Staphylococcus sciuri n v n/a +
Staphylococcus succinus n v n/a +
Lactococcus X
Lactococcus lactis v v A [ AR +++/++
Lactococcus
raffinolactis v n SRR ) e n/a
Streptococcus »
Streptococcus mitis v n + n/a
Streptococcaceae Strep toco.ccus
parauberis v v + +
Streptococcus salivarius n v n/a +
Streptococcus suis n v n/a i
Streptococcus uberis n v n/a +++/++
Enterococcus
Enterococcus spp. v v +++/ ++ +++/++
Enterococcaceae
Enterococcus faecalis n v n/a +++/++
; Bacillus
Bacillaceae Bacillus spp. v n + n/a
Lactobacillus .
Lactobacillus spp. n v n/a +
. Lactobacillus paracasei n v n/a +
Lactobacillaceae /d
Lactobacillus fermentum n v n/a -
Leuconostoc .
Leuconostoc lactis n v n/a +
Corynebacterium | Corynebacterium
Nocardiaceae
flavescens v n +++ [/ ++ n/a
Carnobacteriaceae Carnobacterium | Carnobacterium
maltaromaticum n v 4/ n/a
3 P Microbacterium
Microbacteriaceae Microbacterium spp. v v - -/
Brachybacterium .
Brachybacterium spp. n v n/a +
Dermabacteraceae Brachybacterium
nesterenkovii n v n/a +
Dermacoccus Dermacoccus
Dermacoccaceae iy ; .
nishinomiyaensis n v n/a +

Vysvétlivky: v = pfitomnost daného mikroorganismu, n = nepfitomnost daného mikroorganismu, +++/++ = pravdépodobna
detekce na urovni druhu, + = pravdépodobna detekce na trovni rodu, - = nepravdépodobna detekce rodu, n/a = vysledek

nedetekovan
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4.2.2.1. Bacillus spp.

Rod Bacillus spp. byl zachycen pouze jednou, a to v chladnéjsi Casti roku
(tfijen) z mléka hodkovického mlékomatu. PORCELLATO et al. (2018) sledovali
vliv teploty na mikrobiologické zatizeni mléka. V jejich studii byl Bacillus spp.
potvrzen v syrovém i pasterizovaném mléce béhem jarnich a letnich mésici
a predstavoval 28 % z celkové mikroflory mléka. V brazilské studii byl Bacillus spp.
detekovan v pasterizovanych vyrobcich a pasterizatoru (SALUSTIANO et al., 2009).
Podobna studie ve Svédsku popisuje B. cereus v koneénych pasterizovanych
vyrobcich a pasterizatoru jako dusledek postpasterizacni kontaminace (ENORTH et
al., 2001). BANYKO and VYLETELOVA (2009) kultivovali syrové mléko,
pasterizované mléko a jogurty. Ve 42,5 % vzorkli prokdzali piitomnost

B. licheniformis av 15,5 % vzorkl B. cereus.

Dle MARTIN et al. (2018) mutze Bacillus spp. prezit pasterizacni proces
ve formé spor nebo se do mléka mlze dostat az po pasterizaci jako kontaminant.
HASONOVA (2012) poukazuje, Ze spéry by nemély prezit UHT zahiev.
Néekteré kmeny B. cereus jsou schopny se mnozit i za chladnych podminek a mohou
produkovat toxiny (HASONOVA, 2012; SCHMIDT et al. 2012). Otrava vyvolana
témito toxiny ma vétSinou mirny prubé¢h a dochazi k samovolnému uzdraveni,
avsak v nékterych ptipadech mlze zpusobit vazné onemocnéni s fatalnimi nasledky

v dtsledku selhani jater (ARNESEN et al., 2008).

4.2.2.2. Streptococcus spp.

Pritomnost bakterii Streptococcus uberis a Streptococcus parauberis v nasi
studii naznacuje, ze by mléko mohlo byt odebrano od dojnic trpicich klinickou nebo
subklinickou mastitidou, jak uvadi KHAN et al. (2003). Oba tito zastupci jsou
povazovani za druhové specifické environmentalni patogeny zplsobujici mastitidu
skotu. Jsou schopni piezivat i na podestylce, proto byva zachyt jejich Sifeni slozity.
Dalsi identifikovany zastupce byl S. suis, ktery je povaZovan za bakterii zpiisobujici
zoonozu. Muze zpuUsobit infekci u cloveka, ktery pfiSel do kontaktu s nakazenym

zvitetem nebo infikovanou potravinou. Streptococcus mitis, ktery byl
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v pasterizovaném mléce rovnéz detekovan, patii do skupiny viridujicich streptokokd,
ktery se bézn¢ nachazi v dutin¢ stni a na kizi. Mlze se uplatnit pti kazeni zubd,

artritidé nebo infekéni endokarditidé u lidi (HAENNI et al., 2018).

4.2.2.3. Microbacterium spp., Micrococcus luteus

V mléce z obou mlékomati byl detekovan Micrococcus luteus
a Microbacterium spp. Tyto bakterie jsou schopné ptezit pasterizacni podminky
(72 °C/15 s) ve vegetativni formé. Na druhou stranu vsak nebyvaji schopné ristu pti
niz§ich chladirenskych teplotich (MARTIN et al., 2018). Lze tedy ptredpokladat,

ze byly souc¢ésti mikroflory syrového mléka.

4.2.3. Nejcetnéji detekované bakterialni rody/druhy

Neékteré bakterie se ve vySetfovaném mléce vyskytovaly pravidelné,
nékteré spise sporadicky (Tabulka 6). DOGAN and BOOR (2003) a HERVERT et
al. (2016) poukazuji na to, ze vétSina postpasterizaCnich kontaminanti patii do
skupiny gramnegativnich nekoliformnich MO, jako je Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp. a Acinetobacter spp. RANIERI and BOOR (2009) uvedli,
ze 75 % MO, které ve své studii izolovali byly rovnéZz gramnegativni nekoliformni
MO (konkrétné Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. a Flavobacterium spp.).
RANIERI and BOOR, (2009) a MARTIN et al. (2018) se ve svych studiich shoduji
na tom, ze Pseudomonas spp. je nejCastéji hlaSeny MO odpoveédny za
postpasterizacni  kontaminaci. V nasi studii se nejcastéji  vyskytoval rod
Pseudomonas, a to v 74,3 %, dale rod Aeromonas v 57,1 % vzorkli a rod

Acinetobacter ve 48,6 % vzork.

Naopak rody Ochrobactrum, Kluyvera, Chryseobacterium,
Sphingobacterium, Microvirgula, Corynebacterium a Dermacoccus se podaftilo

zachytit pouze jedenkrat.
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Tabulka 6 Cetnost detekce vybranych bakterialnich rodi/druhéi pomoci MALDI-TOF
v pasterizovaném mléce z mlékomatu v Hodkovicich (n=18) a v Suchdole (n=17)

Hodkovice Suchdol Celkem
Rod/druh (n=18) (n=17)
n % n % n %

Pseudomonas spp. 9 50,0 17 100,0 26 74,3
Aeromonas spp. 13 72,2 7 41,2 20 57,1
Acinetobacter spp. 4 22,2 13 76,5 17 48,6
Staphylococcus spp. 4 22,2 11 64,7 15 42,8
Buttiauxella spp. 11 61,1 2 11,8 13 37,1
Carnobacterium spp. 13 72,2 n n 13 37,1
Serratia spp. 4 22,2 4 23,5 8 22,9
Enterobacter spp. 3 16,7 5 29.4 8 22,9
Micrococcus luteus 6 33,3 1 5,9 7 20,0
Stenotrophomonas spp. 1 5,5 5 29,4 6 17,1
Enterococcus spp. 1 5,5 5 29,4 6 17,1
Lactococcus spp. n n 6 35,3 6 17,1
Yersinia spp. 4 22,2 1 5,9 5 14,3
Pantoea agglomerans 2 11,1 3 17,6 5 14,3
Alcaligenes faecalis 1 5,5 4 23,5 5 14,3

Vysvétlivky: n = rod/druh neidentifikovan

Rody Streptococcus spp. a Lactobacillus spp. nebyly zatazeny do tabulky
nejc¢etnéjSich  bakteridlnich roddi z  divodu  Spatné  prokazatelnosti.
Rod Streptococcus spp. byl pristrojem MALDI-TOF detekovan osmkrat, ale jen ve
dvou ptipadech (S. uberis) byl detekovan na uroveinn pravdépodobného druhu (+).
Rod Lactobacillus spp. byl detekovan pétkrat, ale pristroj ho také dokazal detekovat
jen na uroven pravdépodobného rodu (+). Ostatni cetné MO dokazal pristroj ve

veétsing piipadd detekovat na uroven druhu (+++/++).
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5.Zaver

Predkladana studie posuzovala celkové pocty mezofilnich mikroorganismu
a detekovala jednotlivé mikroorganismy pomoci hmotnostni spektrometrie
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight v pasterizovaném mléce

odebiraném ze dvou mléénych automatii (Hodkovice, Suchdol).
Ve sledovaném obdobi od ¢ervna do prosince 2017 bylo zjisténo, ze:

o celkové pocty mikroorganismt se v teplejSim obdobi roku (Cerven — zafi)
pohybovaly vrozpéti od 4,07 (1,2x10%) do 7,35 (2,2x107) log KTJ/ml
v Hodkovicich a od 3,27 (1,9x10%) do 5,36 (2,3x10%) log KTJ/ml v Suchdole.

e v chladnéjsim obdobi roku (i{jen — prosinec) se celkové pocty mikroorganismu
pohybovaly od 4,26 (1,8x10%) do 5,83 (6,7x10°) log KTJ/ml v Hodkovicich
a od 3,57 (3,8x10%) do 5,18 (1,5x10%) v Suchdole.

e prameémy celkovy pocet mikroorganismii v Hodkovicich za chladnéjsi obdobi
byl 4,85 log KTJ/ml, za teplejsi 5,44 log KTJ/ml. V Suchdole byl primérny
celkovy pocet mikroorganismii za chladnéjsi obdobi 4,08 log KTJ/ml,
za teplejsi 4,38 log KTJ/ml.

e mléko z mlékomatu v Hodkovicich mélo po pétidennim skladovani pii 6 °C
vyrazn€¢ horSi senzorické vlastnosti (zluta barva, nakysly zapach, zména
konzistence) v porovnani s mlékem ze suchdolského mlékomatu, které po stejné
dobé¢ nejevilo znamky kazeni.

e pomoci hmotnostniho spektrometru bylo identifikovano celkem 210
mikroorganismt patticich do Celedi Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Comamonadaceae,  Moraxellaceae,  Alcaligenaceae,  Flavobacteriaceae,
Vibrionaceae, Brucellaceae, Sphingobacteriaceae, Neisseriaceae,
Micrococcaceae, Streptococcaceae, Enterococcaceae, Bacillaceae,
Lactobacillaceae, Nocardiaceae, ~Carnobacteriaceae, Microbacteriaceae,
Dermabacteraceae, a Dermacoccaceae.

e nejcastéji se ve vzorcich mléka vyskytoval rod Pseudomonas (74,3 % vzorki),

Aeromonas (51,7 % vzorkl) a Acinetobacter 48,6 % vzorka).
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e n¢které vzorky pasterizovaného mléka obsahovaly bakterie, které by mohly

zpusobit alimentarni infekci jako Yersinia enterocolitica a Escherichia coli.

Studie naznacila, ze nékteré kontrolované vzorky pasterizovaného mléka
z mléénych automatti nejsou vhodné k piimé spotiebé a prfitomnost potencialnich

patogennich bakterii by mohla ptedstavovat zdravotni riziko.
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6.1. Seznam legislativnich predpist

CSN EN ISO 4833 - 1, 2 (560083) Mikrobiologie. Vieobecné pokyny pro stanoveni
celkového poctu mikroorganismii. Technika pocitdni kolonii vykultivovanych pfi

30 °C
CSN 57 0529 Syrové kravské mléko pro mlékarenské oetien a zpracovani

CSN ISO 8261 (560111) Mléko a mlééné vyrobky. Pfiprava analytickych vzorki a

fedéni pro mikrobiologické zkouseni

Natizeni komise (ES) ¢. 1662/2006, kterym se méni natizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro

potraviny zivo¢isného ptvodu

Natizeni komise (ES) ¢. 365/2010, kterym se méni natizeni (ES) ¢. 2073/2005 o
mikrobiologickych kritériich pro potraviny, pokud jde o Enterobacteriaceae v
pasterizovaném mléce a v dalSich pasterizovanych tekutych mlécnych vyrobceich a o

Listeria monocytogenes v potravinaiskeé soli

Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢ 853/2004, kterym se stanovi

specifické hygienické predpisy pro potraviny zivo¢isného ptivodu, v platném znéni

Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., o pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené

krémy a jedlé tuky a oleje

ZruSena vyhlaska ¢. 77/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro mléko a mlécné

vyrobky, mrazené krémy a jedl¢é tuky a oleje

55



