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Vyznam termorezistentnych mikroorganizmov a metédy ich
stanovenia

JARMILA PREKOPPOVA - JANA HAVLOVA - EVA JICINSKA

Sdihrn. V predlozenej préci sa uvadzaji vysledky porovnavania zivnych médii na sta-
novenie termorezistentnych mikroorganizmov v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch.

Z porovndvanych piatich agarovych médii sa najlepsie osved¢il agar so siri¢itanom sod-
nym a citranom zelezitym (SFA II), na ktorom rastli charakteristické ¢ierne koldnie klo-
stridii redukujucich sulfit. Najmenej sa osved¢ilo médium CSA, ktoré silne inhibovalo rast
termorezistentnych mikroorganizmov.

Zo skumavkovych met6d bola najvhodnejsia metdda s pouzitim tioglykolatového bujé-
nu.

Surové mlieko a mliekarske vyrobky byvaji okrem inych mikroorganizmov
Kontaminované aj sporulujicimi mikroorganizmami, spory ktorych sa vysky-
tuja vo velkom mnozstve v prostredi prvovyroby, kde kontaminuji surové
mlieko.

Vyskyt sporulujucich mikroorganizmov v surovom mlieku je o to vzdcnejsi,
ze tieto mikroorganizmy sa nedajt z mlieka odstranit beznymi formami paste-
rizacie. Prechadzaju s tepelne oSetrenou surovinou do dalSieho vyrobného
procesu a mézu sa rozmnozovat v medziproduktoch alebo vo findlnom vyrob-
ku. Okrem toho vegetativne formy sporulujicich mikroorganizmov mézu
vylucovat do mlieka termostabilné protedzy a lipazy, ktoré sa nedaju inakti-
vovat pasterizacnou teplotou [1]. Medzi psychrotrofné termorezistentné bak-
térie zaraduje Collins [2] okrem inych aj baktérie z rodu Clostridium; pravde-
podobne su variantmi mezofilnych mikroorganizmov, ktoré sa adaptovali na
nizsie teploty. Z hygienického hladiska je zdvazné aj to, Zze medzi beznymi
sporulujicimi kontaminantmi surového mlieka sa mozu vyskytovat i podmie-
nene patogénne druhy (napr. Cl. perfringens).
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Z technologického hladiska st sporulujice mikroorganizmy neziadu-
ce najma v mlieku, ktoré sa pouZziva na vyrobu tvrdych syrov, kde sposobuju
obdvant chybu, neskoré nadivanie, ako aj v mlieku pouzivanom na vyrobu
niektorych naro¢nejsich mliecnych vyrobkov (napr. kondenzované mlieko).

V sticasnosti sa stanovenie termorezistentnych baktérii robi v mliekarskych
laboratdriach iba pri cielenych rozboroch, spravidla pri zistovani pri¢in chyb
v akosti vyrobkov. Na to sa pouziva Weinzirlova skuska, pri ktorej sa vzorka
kultivuje v sterilnom odstredenom mlieku prevrstvennom parafinom. Vyho-
dou Weinzirlovej skusky je, Ze je to metdda pomnozovacia, a preto zachyt-
nejsia ako vysev na agarové pody, ¢o je vyhodné najma pri vzorkach s nizkym
poc¢tom mirkébov alebo s poSkodenymi mikroorganizmami. Okrem toho je
metdda technicky nendrocnd.

Nevyhodnou tejto metody je, ze mlieko nemozno spolahlivo vysterilizovat
bez toho, aby nedoslo k silnej Maillardovej reakcii, tvorbe inhibi¢nych latok
a tym i k moznosti faloSne negativnych vysledkov, kym nedostato¢ne vysteri-
lizované mlieko ddva zas falo$ne pozitivne vysledky.

Na stanovenie termorezistentnych baktérii predpisuje CSN 56 0100 metodu
najpravdepodobnejSieho poctu s pouzitim zelatinového agaru s glukdézou
prevrstveného parafinom. Kultivdcia termorezistentnych mikroorganizmov
na agarovych selektivnych médiach v anaerostatoch sa prakticky nepouziva,
hoci je vyhodnd najma pri tych cielenych rozboroch, ked treba mikroorganiz-
my izolovat a blizsie identifikovat.

Pretoze stanovenie poctu a pritomnosti termorezistentnych mikroorga-
nizmov vyzaduje $pecidlne vybavenie mikrobiologickych laboratorii, toto sta-
novenie sa v praxi takmer nerobi. Predmetom tejto prace bolo n4jst podla
moznosti jednoduchi metddu na stanovenie termorezistentnych mikroorga-
nizmov, vhodnt na rutinné rozbory, ktoru by bolo mozné pouzivat v mliekar-
skych i polnohospodarskych laboratoriach.

Material a metoda

Na stanovenie termorezistentnych mikroorganizmov sa okrem pody odpo-
ri¢anej CSN a Weinzirlovej skdsky pouzili zivné média odporucané viacery-
mi autormi.

Vzorky mliekarskych vyrobkov sa odoberali z obchodnej siete, vzorky
surového mlieka zo zavodu Laktos Radlice. Vzorky surového mlieka sa do-
pravovali do laboratoria v chladenom boxe a spracovali sa najneskor do 3 ho-
din po odbere.

Inaktivdcia vzoriek. Surové mlieko, obnovené susené mlie¢ne vyrobky a su-
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spenzia mlie¢nych vyrobkov sa inaktivovali 10 mindt vo vodnom kupeli pri
35 °C, vychladili v studenej vode a vhodné riedenia sa nao¢kovali do tekutych
alebo agarovych médii teploty 45 + 1 °C.

Priprava a zloZenie kultivacnych médii. Zlozenie jednotlivych médif sa uva-
dza v g.I'l.

Agar na stanovenie klostridii (Reinforced Clostridium Medium, RCM,
Hirsch a Grinsted [3]): kvasni¢ny extrakt, 3; masovy extrakt, 10; peptén, 5;
skrob, 1; glukéza, 5; L(+)-cystein, 0,5; chlorid sodny, 5; octan sodny, 3;
agar, 15.

Selektivny agar na stanovenie klostridii (Clostridium Selective Agar, US
Pharmacopoeia, CSA [4]): kysly hydrolyzat kazeinu, 17; s6jovy pepton, 3;
zlukdza, 6; tioglykoldt sodny, 1,8; chlorid sodny, 2,5; L(-)-cystin, 0,25; neo-
myvcinsulfat, 0,5; azid sodny, 0,2; agar, 12.

Agar so siri¢itanom sodnym a citranom Zelezitym (IHE, Navrh $tandar-
inej metody, 1982, znacenie SFA I a SFA II [5]). SFA I: trypton, 10; siri¢itan
sodny, 0,6; citran zZelezity, 0,5; agar, 12. SFA II: enzymaticky hydrolyzit ka-
zeinu, 15; s6jovy peptén, 5; kvasni¢ny autolyzit, 1; citran zelezito-aménny, 1;
siri¢itan sodny, 1; agar, 20.

Priprava agarovych péd. Komponenty sa rozmiesaju v 1000 ml destilovanej
vody a rozvaria do uplného rozpustenia vSetkych zloziek. pri agarovych po-
dach RCM, CSA a SFA I sa pH upravi na hodnotu 7,0-7,1 (po vychladeni),
ori SFA Il na 7,6. Sterilizacia 15 minuat pri 121 °C. K agarom SFA I a SFA 11
sa pred pouzitim prida 1 ml 4 % vodného roztoku D-cykloserinu (sterilizova-
n¢ho filtraciou) na 100 ml pody.

Misopeptonovy agar s laktézou (MPAL) (podla CSN 56 0100 6).

Tioglykolatovy bujéon TB (US Pharmacopoesia [4]): s6jovy peptén, 15;
<vasni¢ny autolyzat, 5; glukoza, 5; chlorid sodny, 2,5; tioglykolat sodny, 0,5.
Zlozky sa rozpustia v 1000 ml destilovanej vody, pH sa upravi na 7,0~7,1. Bu-
‘on sa naplni do skimaviek po 10 ml a sterilizuje sa 3 dni za sebou 15 minut
pri 100 °C.

Zelatinovy agar s glukézou (podla CSN 56 0100 [6]).

Odstredené mlieko na Weinzirlovu skusku: susené odstredené mlieko
100 g, destilovana voda 900 ml. Obnovené mlieko rozplnené do skumaviek po
10 ml sa sterilizovalo frakcionovane 3 dni za sebou 10 minat pri 100 °C.

Ako anaerobny uzaver pre médid v skimavkach (tioglykolatovy bujon, ze-
‘atinovy agar, sterilné mlieko) sa pouzival parafin v dvojcentrimetrovej vrst-
ve.

Inkubdcia Petriho misiek sa robila v anaerostate tuzemskej vyroby (Vyvo-
‘ové pracovisko SVU Brno) (obr. 1). Na odstranenie vzdusného kyslika a na
<ontrolu anaerébnych podmienok sa pouzivali prepariaty Anaerocult
Merck).
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Inkubac¢né podmienky: 48 hodin pri 37 + 1 °C.

Vyhodnotenie vysledkov. Na Petriho miskach sa pocitali narastené typické
kolonie, ktor€ sa prepocitali podla pouzitého riedenia na 1 g alebo 1 ml vyse-
trenej vzorky. Pri pouziti skimavkovych metdd sa za pozitivne povazovali tie
skamavky, v ktorych bola vytlacena parafinova zdtka, pripadne potrhana ale-
bo zakalena zivna poda. Pravdepodobny pocet mikroorganizmov sa vypocital
podla McCradyho tabulky 5 (CSN 56 0100).

Statistické hodnotenie rozdielov poétov mikroorganizmov stanovenych roz-
nymi metdédami sa robilo Wilcoxonovym neparametrickym testom pre praro-
vané hodnoty a D-testom [7].
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Obr. 1. Anaerostat (Vyvojové pracovisko SVU Brno).
Fig. I. Anaerostat (Evolutionary Working-Place Brno).

Vysledky a diskusia

Napriek zna¢nému usiliu, ktoré sa venovalo vyskumu technologickych po-
stupov na inaktivaciu spor v mlieku, nedosiahli sa v tomto smere uspokojive
vysledky a spory v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch stale zostdvaji problémom

368



ZlepSenie akosti surového mlieka v tomto ukazovateli zavisi predovsetkym

d hygienickych podmienok a urovne sanitdcie pri ziskavani a uchovavani
mlieka v prvovyrobe.

NasSe vysledky, ziskané rozborom malych sérii troch skupin mlie¢nych vy-
robkov (surové mlieko, syry, suSené mlie¢ne vyrobky), ukazuji velmi ne-
oriaznivé pocty termorezistentnych mikroorganizmov (tab. 1). Vo velkom
nercente vzoriek sa zistili aj anaerébne mikroorganizmy redukujice sulfit
podmienene patogénne).

Tabulka 1. Rast termorezistentnych mikroorganizmov na selektivnych médiach
Table 1. The growth of thermoresistant microorganisms on selective media

o [
] Pocet?.g! (ml)

l

Médium! L on ‘ surové mlieko? syry* su$. mlie¢. vyrobky

max. | min. | max. min. max. min.

selatinovy agar (CSN)® | 30 | 1,Ix10% | 2,5x102 | 1,1x10° 0 1,1x10° 0
RCM 30| 2.6x10° | 1.3x10° | 4.4x10° | 6,0x10! | 4,0x10° 0
N
i
|
|

SFA1 30 | 68400 | LIXIC® | 34x10° | LOXIO' | 5.8¢10° | 0
SFATI 30 | 9.0x10° | 1.9x102 | 2,4x10° | 14x10° | 6,9x10° | 0
MPL 30 | 3.4x10° l 22x10° | 3.8x10° | 1,0x102 | 4,4x10° | 0

30 | L3I0 | 2,5x10° | LIXIO* | 0 | 70x10° | 0

B [

Culture medium; *Number; *‘Raw milk; “Cheeses; *Dried milk products; °Gelatinous agar (accor-
ding to Czechoslovak Standard).

Z porovnavanych piatich agarovych médii sa najlepSie osvedcil agar SFA
I1, na ktorom sa vytvarali charakteristické cierne koldnie klostridii redukujui-
cich sulfit. Uvedené mikroorganizmy rastli dobre aj na agare SFA 1, ale kol6-
nie neboli typicky zafarbené. Médium RCM umoziuje aj dobry rast termore-
zistentnych mikroorganizmov, podporuje vSak plazivy rast na povrchu agaru
a potlacuje tvorbu plynu. To je nevyhodné pri silnejsie zakalenych vzorkach
(vac¢sina mlie¢nych vyrobkov pri pouzitych nizsich riedeniach je silne zakale-
nd), kde tvorba plynu ¢asto ufahcuje detekciu kolénii a moze byt dolezita aj
z diagnostickych dovodov.

Hoci méasopepténovy agar s laktézou je neselektivne médium, nevykazoval
vacsiu zachytnost ako selektivne média SFA I a SFA II.

Z testovanych médii sa najmenej osvedc¢ilo médium CSA, ktoré silne inhi-
bovalo rast termorezistentnych mikroorganizmov. Ak na tomto médiu mikro-
organizmy rastli, tvorili ¢asto mikrokoldnie zo silne deformovanych buniek.

Vzajomné Statistické porovnanie Styroch pouzitych agarovych médii (CSA
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nebolo do porovnania zahrnuté) ukazalo vyznamne nizsiu zachytnost (na hla-
dine vyznamnosti 0,05) iba pri agare SFA I v porovnani s RCM, ostatné mé-
dia boli vzajomne rovnocenné (tab. 2).

Tabulka 2. Statistické porovnanie vysledkov inkubacie termorezistentnych mikroorganizmor
na selektivnych agarovych pédach
Table 2. Statistical result comparison of an incubation of thermoresistant microorganisms on se-
lective agar substrates

; Porovnavané | Vypocitana hodnota Vyznamnost rozdielov?
" média! | testovacieho kritéria
D? 0,05 0,01
RCM/SFA I } 1 + -
| RCM/SFA TI ‘ 7 ; - -
RCM/MPL | 6 - -
SFA I/'MPL | 5 - ~
SFA II/MPL j 2 = -
' SFAI/SFA I \ 4 - -

ICompared media; *Calculated value of the testing criterium D; *Importance of differences.

Tabulka 3. Statistické porovnanie vysledkov inkubécie termorezistentnych mikroorganizmov
metédou podla CSN a inymi metédami
Table 3. Statistical result comparison of an incubation of thermoresistant microorganisms using
the method according to Czechoslovak Standard, as well as other cemethods

Metdéda porovnavana Vypocitana hodnota Vyznamnost rozdielov?
s metédou podla CSN! testovacieho kritéria
D? ! 0,05 0,01

RCM agar 4 . - -
SFA 1 agar 11 - -
SFA II agar 7 ‘ - -
MPL agar 6 ’ - =
tioglykolatovy bujon? 3 | - -

Metéda podia CSN: zelatinovy agar.

Method according to Czechoslovak Standard: gelatinous agar.

'Method compared with method according to Czechoslovak Standard; Calculated value of tes-
ting criterium D; ‘Importance of differences; *Thioglycolate culture medium.

Ani‘porovnanie poctov termorezistentnych mikroorganizmov, zistovanych
metddou najpravdepodobnejsieho poc¢tu na zelatinovom agare a v tioglykola-
tovom bujone, s poctami zistovanymi platiovou metddou na agarovych mé-
diach neukdzalo Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi metédami
(tab. 3).
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V porovnani s tioglykoldtovym bujonom vykazovala Weinzirlova skiska
‘alo$ne pozitivne i falosne negativne vysledky (tab. 4). Falo$ne negativne vy-
sledky mo6zu byt pravdepodobne sposobené tym, ze mnohé druhy klostridii
napr. Clostridium fallax, Cl. pasteurianum, CI. sporogenes, Cl. difficile, CI.
hotulinum, Cl. propionicum) nemenia alebo aspon neskvasuju laktozu, a pre-
‘0 nie su touto skuskou detegované. Falos$ne pozitivne vysledky mozu byt
sposobené niekedy vysoko rezistentnymi spérami, ktoré pripadne preziju
v mlieku pouZzitom na skusku.

Tabulka 4. Porovnanie vysledkov zistenych Weinzirlovou skiskou a a v tioglykolatovom bujo-
ne pri suSenych mlie¢nych vyrobkoch
Table 4. The comparison of results determined using Weinzirl’s test and in thioglycolate me-
dium of dried milk products

Percento? ‘

Zivné médium! n
‘ pozitivnych falosne falosne
‘[ \ vzoriek? pozitivnych negativnych
. \ vzoriek? vzoriek’ :
- ‘ f |
tioglykolatovy bujon® |64 | 21, 0 i 0
Weinzirlova skika’ | 64 | 12,5 ; 3.1 ‘ 9.4

—————— 1

Substrate; “Percentage; *Positive samples; *Apparent positive samples: *Apparent negative sam-
nles; “Thioglycolate culture medium; "Weinzirl's test.

Podla nagich vysledkov mozno namiesto metédy CSN pouzivat na rutinné
1 cielené rozbory na pritomnost a pocet termorezistentnych mikroorganizmov
rastucich za anaerobnych podmienok stanovenie poctu na agare SFA II alebo
stanovenie najpravdepodobnejsieho poctu v tioglykolatovom bujone. Uvede-
né metddy davaji rovnocenné vysledky a v porovnani s metédou CSN maji
urcité vyhody, a to: médium SFA II umozZiuje aj stanovenie podmienene pa-
togénnych klostridii, ktorych pritomnost, pripadne pocet bude pravdepodob-
ne limitovany pri mnohych mliekdrskych vyrobkoch pripravovanou hygienic-
kou smernicou pre mikrobiologické hodnotenie potravin. Pritomnost tychto
mikroorganizmov méze byt dolezita aj pri vyrobkoch urc¢enych na export.

Priprava tioglykolatového bujonu a manipulacia s nim je jednoduchsia ako
so zelatinovym agarom, ktory je velmi husty, zakaleny, zle sa rozpusta a rych-
le tuhne.

Aj pre jednotlivé orienta¢né rozbory by bolo vyhodné nahradit Weinzirlo-
vu skisku stanovenim v tioglykolatovom bujone. Ako pomnozovacie mé-
dium ma tioglykolatovy bujon rovnaké vyhody ako sterilné mlieko, ale nema
jeho nevyhody.
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Predlozena praca ukazala aj to, Ze rutinné a cielené rozbory mlieka a mlie¢-
nych vyrobkov na pritomnost a pocet termorezistentnych mikroorganizmov
mozno urobit za pouZitia pomerne jednoduchych médii, zariadenia a met6d
dostupnych pre bezne vybavené mliekdrske i polnohospodarske laboratéria.
Pracu by velmi ulahcilo, keby vyrobcovia mikrobiologickych médii zaviedli
na trh susené média typu SFA II a tioglykolatového bujénu a vhodne volenu
reakénu zmes a indikator typu Anaerocult.
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3unavueHHe TEPMOCTOMKHX MHKPOOPIraHH3MOB H METO/Ibl HX ONpe/ieieHHs

Pe3zwome

B npepsaraemoit pabore IpUBOAATCA pe3yIbTaThl CPABHMBAHUA NMUTATEJLHBIX MeINy-
MOB JJIA OTIpefieIeH!s TePMOCTOMKMUX MUKPOOPTaHM3MOB B MOJIOKE ¥ MOJIOYHBIX ITPOAYK-
Tax.

U3 cpaBHMBaeMbIX MTATY arapHBIX MeIMyMOB JIydllle BCeX ITPOABUIICA arap ¢ CyJIbPUTOM
HaTpudA 1 IMMoHuTOM keqe3a (SFA II), Ha KoTopom Bo3pacTasy XxapaKTepHble YepHbIe KO-
JIOHUY KJIOCTPUAMI PeIyUMPYIOIINX cyabdut. Xyxe Bcex mposasuica meauyM CSA, Koto-
PbIif CMIIBHO TOPMO3UJ POCT TEPMOCTOMKMX MUKPOOPTaHU3MOB.

Cpeny METOMOB MCIOJB3YIOUIMX NPOOMPKM Jydllle BCeX OKa3aJICA MeTOJ MCIIOJIb3YI0-
LU TMOTJIMKOJIBHBIN OyJILOH.

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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