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Vf'znam termorezistentnfch mikroorganizmov a met6dy ich
stanovenia

JARMILA PREKOPPOVA - IENE HAVLOVA - EVA JICINSKA

Srihrn. V predloZenej pr6ci sa uvi{dzajfi vfsledky porovndvania Zivnfch m6dii na sta-
novenie termorezistentnfch mikroorganizmov v mlieku a mliednych vfrobkoch.

Z porovn6vanfch piatich agarovych m€dii sa najlep5ie osvediil agar so siriditanom sod-
n;im a citranom Zelezitfm (SFA II), na ktorom r6stli charakteristickd dierne kol6nie klo-
stridii redukujrlcich sulfit. Najmenej sa osveddilo m€dium CSA, ktor6 silne inhibovalo rast
termorezistentnlich mikroorganizmov.

nZo 
skfmavkovfch met6d bola najvhodnejSia met6da s pouZitim tioglykoldtovdho bujd-

Surovd mlieko a mliekiirske vfrobky bfvajti okrem infch mikroorganizmov
kontaminovan6 aj sporulujfcimi mikroorganizmami, sp6ry ktorych sa vysky-
tujti vo velkom mnoZstve v prostredi prvovfroby, kde kontaminujri surovd
mlieko.

Vyiskyt sporulujricich mikroorganizmov v surovom mlieku je o to vziicnejSf ,

2e tieto mikroorganizmy sa nedajri z mlieka odstriinit beZnfmi formami paste-
rizdcie. Prechddzajri s tepelne o5etrenou surovinou do dal5ieho vyrobndho
procesu a mdZu sa rozmnoZovat v medziproduktoch alebo vo finiilnom vfrob-
ku. Okrem toho vegetat(vne formy sporulujricich mikroorganizmov m6Zu
rvludovat do mlieka termostabiln€ proteiizy alip{zy, ktord sa nedajri inakti-
vovat pasterizadnou teplotou [1]. Medzi psychrotrofnd termorezistentnd bak-
tdrie zaraduje Collins [2] okrem inych aj baktdrie z rodu Clostridium; pravde-
podobne sf variantmi mezofilnfch mikroorganizmov, ktor6 sa adaptovali na
niZ5ie teploty. Zhygienickdho hladiska je zdvaLn€ aj to, Le medzi beZnymi
sporulujricimi kontaminantmi surov6ho mlieka sa m6Zu vyskytovat i podmie-
nene patogdnne druhy (napr. Cl. perfringens).
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Z technologick6ho hladiska sf sporulujrice mikroorganizmy neZiadf-
ce najmii v mlieku, ktor6 sa pouZiva na vyrobu tvrdfch syrov, kde sp6sobujri
ob6vanri chybu, neskor6 nadfvanie, ako aj v mlieku pouZivanom na vfrobu
niektorlich ni{rodnejSich mliednych virobkov (napr. kondenzovan6 mlieko).

V sridasnosti sa stanovenie termorezistentnych bakt6rif robi v mliekrlrskych
laboratdriiich iba pri cielenfch rozboroch, spravidla pri zist'ovanf pridin chfb
v akosti vfrobkov. Na to sa pouZfva Weinzirlova skriSka, pri ktorej sa vzorka
kultivuje v sterilnom odstredenom mlieku prevrstvennom paraffnom. Vfho-
dou Weinzirlovej skri5ky je, Ze je to met6da pomnoZovacia, a preto zichyt-
nejSia ako vfsev na agarovd p6dy, do je vfhodnd najmei pri vzorkdch s nfzkym
podtom mirk6bov alebo s poikodenfmi mikroorganizmami. Okrem toho je
met6da technicky nenilrodnii.

Nevyhodnou tejto met6dy je, Ze mlieko nemoZno spolahlivo vysterilizovat
bez toho, aby nedo5lo k silnej Maillardovej reakcii, tvorbe inhibidnfch l6tok
a tym i k moZnosti falo5ne negatfvnych vysledkov, klim nedostatodne vysteri-
lizovand mlieko diiva zas faloSne pozitfvne vlisledky.

Na stanovenie termorezistentnlfch bakt6rii predpisuje csN so 0100 met6du
najpravdepodobnejSieho podtu s pouZitim Zelat(novdho agaru s gluk6zou
prevrstvendho parafinom. Kultiviicia termorezistentnych mikroorganizmov
na agarovfch selektfvnych mddirich v anaerostatoch sa prakticky nepouZfva.
hoci je vfhodnri najmd pri tfch cielen;ich rozboroch, ked treba mikroorganiz-
my izolovat' a bliZ5ie identifikovat.

PretoZe stanovenie podtu a pritomnosti termorezistentnlch mikroorga-
nizmov vyZaduje Speciiilne vybavenie mikrobiologickfch laborat6rii, toto sta-
novenie sa v praxi takmer nerobi. Predmetom tejto priice bolo nrijst' podla
moZnosti jednoduchf met6du na stanovenie termorezistentnfch mikroorga-
nizmov, vhodnri na rutinn6 rozbory, ktoru by bolo moZnd pouZfvat' v mliekiir-
skych i polnohospoddrskych laborat6riiich.

Materidl a met6da

Na stanovenie termorezistentnych mikroorganizmov sa okrem p6dy odpo-
nidanej CSt t a Weinzirlovej skriSky pouZili Zivn6 mddiii odporridand viaceni-
mi autormi.

Vzorky mliekiirskych vlfrobkov sa odoberali z obchodnej siete, vzorkr'
surovdho mlieka zo ziwodt:, Laktos Radlice. Vzorky surov6ho mlieka sa do-
pravovali do laborat6ria v chladenom boxe a spracovali sa najnesk6r do 3 ho-
din po odbere.

Inaktivdcia vzoriek. Surov6 mlieko, obnoven6 su5en6 mliedne vlirobky a su-
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spenzia mliednych vfrobkov sa inaktivovali 10 minrit vo vodnom kripeli pri
S5 oC, vychladili v studenej vode a vhodnd riedenia sa naodkovali do tekut;ich
:ilebo agarovlich m6dif teploty 45 + 1 "C.

Priprava a zlolenie kultivatuitch mddii. zloleniejednotlivfch m6dif sa uvd-
Jza v g.l-1.

Agar na stanovenie klostrfdii (Reinforced Clostridium Medium, RCM,
Fiirsch a Grinsted [3]): kvasnidny extrakt,3; miisovli extrakt, 10; pept6n,5;
ikrob, l; gluk6za,5; L(+)-cyste(n, 0,5; chlorid sodnf, 5; octan sodny, 3;
rqar, 15.

Selektivny agar na stanovenie klostrfdii (Clostridium Selective Agar, US
Pharmacopoeia, CSA [a]): kyslf hydrolyzdt kazeinu, 17; s6jovf pept6n, 3;
:luk6za, 6; tioglykoldt sodny, 1,8; chlorid sodny, 2,5;L(-)-cystin, 0,25; neo-
nvcfnsulfiit, 0,5; azid sodnf , 0,2; agar,12.

Agar so siriditanom sodnym a citranom Lelezitym (IHE, Niivrh Standar-
jnej met6dy ,7982, znadenie SFA I a SFA II [5]). SFA I: trypton, 10; siriditan
.odnf , 0,6; citran Lelezity,0,5; agar, 12. SFA II: enzymatickf hydrolyzdtka-
:efnu, 15; s6jovli peptdn,5;kvasnidnf autolyzdt,l;citran Lelezito-am6nny,1;
.iriditan sodnli, l; agar,20.

Priprava agarov!,ch p6d. Komponenty sa rozmieSajri v 1000 ml destilovanej
',ody a rozvaria do ripln6ho rozpustenia vSetklich zloLiek. pri agarovych p6-
iach RCM, CSA a SFA I sa pH upravi na hodnotu 7,U7,1(po vychladenf),
:ri SFA ll na7,6. Steriliziicia 15 minrit pri l2l oC. K agarom SFA I a SFA II
ia pred pouZitim pridS 1 ml4'/" vodn6ho roztoku D-cykloserinu (sterilizova-
riho filtrriciou) na 100 ml p6dy.

Mdsopept6novf agar s lakt6zou (MPAL) (podfa CSN S0 0100 6).
Tioglykokitovli buj6n TB (US Pharmacopoesia [4]): sSjov! pept6n, 15;

irasnidnf autolyzdl,5; gluk6za, 5; chlorid sodny, 2,5; tioglykoldt sodnf , 0,5.
ZloLky sa rozpustia v 1000 ml destilovanej vody, pH sa upravf na 7,0-7,1. Bu-
-on sa naplni do skrimaviek po 10 ml a sterilizuje sa 3 dni za sebou 15 minrit
:ri 100 oC.

Zelatinovy agar s gluk6zou (podfa CSN SO 0100 [6]).
Odstredend mlieko na Weinzirlovu skri5ku: su5en6 odstredend mlieko

-00 g, destilovan6 voda 900 ml. Obnoven6 mlieko rozplnen6 do skrimaviek po
.0 ml sa sterilizovalo frakcionovane 3 dni za sebou 10 mintit pri 100 "C.

Ako anaer6bny uziiver pre m6di6 v skrimavk6ch (tioglykolitovy buj6n, Ze-
atfnovy agar, sterilnd mlieko) sa pouZival paraffn v dvojcentrimetrovej vrst-

Inkub6cia Petriho misiek sa robila v anaerostate tuzemskej vyroby (Vfvo-
'ov6 pracovisko SVU Brno) (obr. 1). Na odstriinenie vzduSndho kyslika a na
iontrolu anae16bnych podmienok sa pouZfvali prepariity Anaerocult
\{erck).
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Inkubadnd podmienky: 48 hodin pri 37 t 1 "C.
Vyhodnotenie vlsledkov. Na Petriho miskdch sa poditali narasten6 typick€

kol6nie, ktor€ sa prepoditali podla pouZit6ho riedenia na 1 g alebo 1 ml vy5e-
trenej vzorky. Pri pouZitf skrimavkovfch metdd sa za pozitivne povaZovali tie
sktimavky, v ktorych bola vytladen6 paraf(novd zdtka, prfpadne potrhanii ale-
bo zakalenii Zivnrl p6da. Pravdepodobnf podet mikroorganizmov sa vypodftal
podla McCradyho tabutky 5 (CSN 56 0100).

Statistick6 hodnotenie rozdielov podtov mikroorganizmov stanovenfch 16z-
nymi met6dami sa robilo Wilcoxonovfm neparametrickfm testom pre pr6ro-
vand hodnoty a D-testom [7].

Obr. l. Anaerostat (Vlivojovd pracovisko SVU Brno).
F ig . l. Anaerostat (Evolutionary Working-Place Brno).

Vfstedky a diskusia

Napriek znadn6mu risiliu, ktor6 sa venovalo vfskumu technologickfch po-
stupov na inaktivdciu sp6r v mlieku, nedosiahli sa v tomto smere uspokojire
vlisledky a sp6ry v mlieku a mliednych vfrobkoch stdle zostdvajri probl6mom
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Zlep5enie akosti surovdho mlieka v tomto ukazovateli ziivisi predovSetkfm
J hygienickfch podmienok a frovne saniti4cie pri zfskavani a uchoviivani

rlieka v prvovfrobe.
Na5e vlisledky, zfskand rozborom mallich s6rii troch skupin mliednych vy-

:.'bkov (surovd mlieko, syry, suSend mliedne vfrobky), ukazujf velmi ne-
:riaznivd podty termorezistentnych mikroorganizmov (tab. 1). Vo velkom
:ercente vzoriek sa zistili aj anaer6bne mikroorganizmy redukujrice sulfit
podmienene patog6nne).

Tabul ka I. Rast termorezistentnych mikroorganizmov na selektivnych m6di6ch
T a b I e I . The growth of thermoresistant microorganisms on selective media----r--r

9.,(*l_';,

M€dium'
I .

l surovd mliekol i ry.y'

max.

2..latinovy agar (CSN 16

RCM
SFA I
SFA II
\1PL
TB

Culture medium; rNumber; 3Raw milk;{Cheeses; sDried milk products; 6Gelatinous agar (accor-
,:rng to Czechoslovak Standard).

Z porovniivanych piatich agarovich mddii sa najlep5ie osveddil agar SFA
II. na ktorom sa vytviirali charakteristickd dierne kol6nie klostrfdii redukuj6-
cich sulfit. Uvedend mikroorganizmy r6stli dobre aj na agare SFA I, ale kol6-
nie neboli typicky zafarben6. M6dium RCM umoZf,uje aj dobrf rast termore-
zistentnfch mikroorganizmov, podporuje v5ak plazivf rast na povrchu agaru
a potladuje tvorbu plynu. To je nevlihodnd pri silnejSie zakalenych vzork6ch
(viid5ina mliednych vyrobkov pri pouZitfch niZSich riedeniach je silne zakale-
nii), kde tvorba plynu dasto ulahduje detekciu kol6nii a m6Ze byt' ddleZit6 aj
z diagnostickfch d6vodov.

Hoci miisopept6novy agar s lakt6zou je neselektivne m6dium, nevykazoval
viid5iu zi{chytnost' ako selektivne m6di6 SFA I a SFA IL

Z testovanych mddif sa najmenej osveddilo m6dium CSA, ktord silne inhi-
bovalo rast termorezistentnfch mikroorganizmov. Ak na tomto mddiu mikro-
organizmy rdstli, tvorili dasto mikrokol6nie zo silne deformovanfch buniek.

Vziijomn6 Statistickd porovnanie Styroch pouZitfch agarovych m6dif (CSA
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nebolo do porovnania zahrnutd) uk6zalo vyznamne niZ5iu zdchytnost (na hla-
dine vyznamnosti 0,05) iba pri agare SFA I v porovnani s RCM, ostatn6 m6-

diri boli vziijomne rovnocennd (tab. 2).

Tabutka 2. Statistickd porovnanie vj'sledkov inkubiicie termorezistentn!'ch mikroorganizmor

ra b re 2. Statisticar ,.,.,, .on.ii,,',1;:iffLltr:":#ll lnXo,ill*r',tanr microorganisms on se-

RCM/SFA I
RCMiSFA II
RCM/tv1PL
SFA VMPL
SFA IVMPL
SFA VSFA II

Porovndvand
m6dirir

Vypoditan6 hodnota
testovacieho krit6ria

D2

tl
7

6

5

2

4

V!znamnost rozdielov3

0.01

+

rCompared media; :Calculated value of the testing criterium D; rlmportance of differences.

Tabu Ika 3. Statistickd porovnanie vfsledkov inkub6cie termorezistentnfch mikroorganizmov
met6dou podfa CSN a inlmi met6dami

T a b le 3. Statistical result comparison of an incubation of thermoresistant microorganisms using

the method according to Czechoslovak Standard. as well as other cemethods

Met6da podta CSN: Zelatinovf agar.

Method according to Czechoslovak Standard: gelatinous agar.
tMethod compared with method according to Czechoslovak Standard; 2Calculated value of tes-

ting criterium D; rlmportance of differences; aThioglycolate culture medium.

a

Ani porovnanie podtov termorezistentnich mikroorganizmov, zist'ovanfch
met6dou najpravdepodobnejSieho podtu na Zelatfnovom agare a v tioglykol6-
tovom buj6ne, s podtami zistovan;imi platiovou met6dou na agarovych m6-
dirlch neukiizalo Statisticky vfznamn6 rozdiely medzi jednotlivfmi met6dami
(tab. 3).
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V porovnani s tioglykoliitovym buj6nom vykazovala Weinzirlova skriSka
:.rloSne pozitivne i falo5ne negatfvne vysledky (tab.4). Falo5ne negatfvne vi-
.ledky mdZu byt pravdepodobne sp6sobene tym, Ze mnoh6 druhy klostr(dii
napr. Clostridium fallax, Cl. pasteurianum, Cl. sporogenes, Cl. difficile, Cl.

^r-'ttulinum, Cl. propionicum)nemenia alebo aspoi neskvasujri lakt6zu, a pre-
irr ni€ sri touto skri5kou detegovan6. Falo5ne pozitfvne vyfsledky m6Zu byt
.posoben6 niekedy vysoko rezistentnimi sp6rami, ktor6 prfpadne preZijri
. mlieku pouZitom na skf5ku.

. :bulka 4. Porovnanie vysledkov zisten.ich Weinzirlovou skriSkou a a v tioglvkoldtovom buj6-
ne pri suSenych mlieinvch vyirobkoch

.rbre.{. rhe compariso" "t,'.tl;j:;'Jl'triil:J;lJ,n', resr and in thiogrvcorate me.

;;*,1 ] rcrcentol

pozitivnych faloSne laloine
vzoriekr pozitivnvch negativnych

: ioglykoliitovf buj6n6

\\'einzirlova skri5kaT

64

64

21 .9

I 2.5

0

3.1

Substrate; lPercentage; rPositive samples: rApparent positive samplesl sApparcnt ncgarivc. sum-
:lesl 6Thioglycolate culture medium; TWeinzirl's test.

Podla na5ich vysledkov moZno namiesto met6dy CSN pouZivat na rutinnd
r cielen6 rozbory na pritomnost a podet termorezistentnych mikroorganizmov
rastfcich za anaer6bnych podmienok stanovenie podtu na agare SFA II alebo
:tanovenie najpravdepodobnej5ieho podtu v tioglykoliitovom buj6ne. Uvede-
nd met6dy drivajf rovnocenne vysledky a v porovnanf s met5dou CSN majri
urdit6 vyhody, a to: m6dium SFA II umoZiuje aj stanovenie podmienene pa-
rogdnnych klostridii, ktorfch prftomnost, pripadne podet bude pravdepodob-
ne limitovanf pri mnohfch mliekdrskych vfrobkoch pripravovanou hygienic-
kou smernicou pre mikrobiologick6 hodnotenie potravin. Prftomnost' tychto
mikroorganizmov m6Ze byt d6leZitd aj pri vyrobkoch urdenych na export.

Priprava tioglykoldtov6ho buj6nu a manipuliicia s nfm je jednoduch5ia ako
:o Zelatfnovym agarom, ktory je velmi husty, zakaleny, zle sa rozpriSta a r!ch-
le tuhne.

Aj pre jednotlivd orientadn6 rozbory by bolo vfhodn6 nahradit Weinzirlo-
ru skriSku stanovenim v tioglykoliitovom buj6ne. Ako pomnoZovacie m6-
dium m6 tioglykoliitovf buj6n rovnak6 vyhody ako sterilnd mlieko, ale nemd

leho nevfhody.
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l2l
t3l
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t5l

t6l

PredloZenii prdcauk{zala aj to, Ze rutinnd a cielen6 rozbory mlieka a mlied-
nych vlirobkov na prftomnost a podet termorezistentn:ich mikroorganizmov
moZno urobit' za poulitia pomerne jednoduchych m6dii, zariadenia a met6d
dostupnfch pre beZne vybavend mliek6rske i polnohospod6rske laborat6ri6.
Prilcu by velmi ulahdilo, keby vyrobcovia mikrobiologickfch mddif zaviedli
na trh suSend m6di6 typu SFA II a tioglykol6tovdho buj6nu a vhodne volenri
reakdnri zmes a indik6tor typu Anaerocult.
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3xaqenne repuocrorixrx Mrxpoopran[3uoB s MeroAbr xx otrpeAenelrrrt

PesrcN{e

B npe4.naraelroli pa6ore nprrBoAffTca pe3yJrbrarbr cpaBHrBaurfl fiurareJrbHbrx MeArry-

MoB AJra onpeAeJreHr{s rep*rocrorixrx Mr4KpoopraHrr3MoB B MoroKe r{ MoJror{HbD( npoAyK-
Tax.

I4s cpanxueaeMbrx nsrr,r arapnbrx MeAr{yMoB Jryr{rue Bcex nposBxJrcs arap c cy.nrQrrou
Harp'rff tr Jrr{MontrroM x<eJle3a (SFA II), Ha KoropoM BospacraJrr4 xapaKTepnbre qepHrre Ko-
JroHr{rl KJrocrpn4r4lr pe,qyqr{pyrorurrx cynr$nr. Xyx<e scex npoffBt{Jrcs MeArryM CSA, roro-
prrfr cz.nrno ropMo3trJr pocr repMocroriKtrx MrrKpoopraHr{3MoB.

Cpe4r naerogoB r4c[oJrb3yroulrax rrpo6rapKr{ Jryqrue Bcex oKa3aJrc.E MeroA r4cnoJrb3yro-

rqrri uror.nr.rxoflbnbli{ 6y.nrox.

Importance of thermoresistant microorganisms and methods of their determination

Summary

The comparison results of substrates for the determination of thermoresistant microorganisms

in milk and milk products are described in this paper. Agar comprising sodium sulfite and ferrici-

trates (SFA II) was the best culture medium from 5 compared agar media. The typical black colo-

nies of sulfite-reducing clostridia grew on this medium. The CSA (Closbudium selectiwe agar) me-

dium was the worst one. It highly inhibited the growth of sporulating anaerobic microorganisms.

The method using the thioglycolate culture medium was the best of test tube methods.
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