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Studium vyskytu listerii
v procesu vyroby olomouckych tvarazki

JARMILA VYTRASOVA - MARCELA PEJCHALOVA - ZUZANA MERKOVA

SOUHRN. Byl studovdn vyskyt listerii v mékkych zrajicich syrech. Prikaz listerif byl pro-
vadén podle normy CSN ISO 10560 po piedchozim ovéieni selektivity Zivnych médif
Oxford a PALCAM na cistych kulturdch. Mikrobiologickym rozborem redlnych vzorki
mekkych syrti byl potvrzen pravidelny vyskyt listerii v olomouckych tvarizcich, proto byl
proveden monitoring provozu za tcelem zjiSténi moznych zdroji kontaminace. K urych-
leni detekce byla vyuzita metoda imunomagnetické separace listerii (IMS), kterd ve srov-
nani s klasickou kultivaéni metodou zkrétila stanoveni o jeden den.

KLICOVA SLOVA: Listeria; imunomagnetickd separace; olomoucké tvaruzky

V poslednich letech se listerie stala mikrobem, k némuz se obraci pozor-
nost vzhledem k zdvaznosti onemocnéni, které miize vyvoldvat. Koncem
sedmdesatych let bylo ve svété zaznamendno nékolik epidemiologicky vyz-
namnych onemocnénti listeridzou a vyskytlo se i nékolik smrtelnych piipadi.
Listeria monocytogenes se totiz vyskytuje v malém mnozstvi v potravinach
soubézné s velkym mnozstvim doprovodné mikrofléry. U zdravych jedinct
nevyvoldva toto mnozstvi zadné komplikace, avSak rizikové skupiny (t¢hotné
Zeny, staré osoby, jedinci se sniZzenou imunitou organismu) jsou listeriézou
ohrozeni [1]. Pfenos listeriozy se nejcastéji uskuteciuje kontaminovanymi
potravinami, rizikové jsou zejména tepelné neopracované masné vyrobky,
lahidkové pastiky, moftsti Zivocichové, ale i mékké, plisiové a pod mazem
zrajici syry a syry ov¢i i kozi vyrobené z nepasterovaného mléka [2].

Pro zjistén{ listerii v potravinach se vyuziva jednak standardnich klasic-
kych metod s kultivaénimi médii o rizné selektivité, jednak modernich
metod urychlujicich dobu stanoveni, mezi néZ patii i technika imunomagne-
tické separace (IMS). Nasleduje konfirmace pomoci biochemickych testq,
kterymi je mozno odliSit patogenni L. monocytogenes od ostatnich, nepato-
gennich druhti listerii.
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Hlavnim cilem této prace bylo provérit obéma uvedenymi zptisoby vyskyt
listerii v tvartizcich a na zdkladé provedenych mikrobiologickych rozbora
v jednotlivych fazich vyrobniho procesu zjistit mozné zdroje kontaminace.
Dalsim dkolem bylo ovéfit selektivitu pouzivanych pad pro tak sloZitou
matrici, jakou jsou olomoucké tvartizky, veSkeré vyizolované kolonie dru-
hové identifikovat a pokusit se eliminovat pfipadné nespecifické reakce.

Material a metody

Pro ovérenf selektivity Zivnych médii Oxford a PALCAM a biochemic-
kych testt byly pouzity Cisté kultury Listeria monocytogenes, Listeria innocua,
Listeria welshimeri, Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi - sbirka labora-
tore Katedry biologickych a biochemickych véd, Univerzita Pardubice,
Brevibacterium linens JHB-16, Candida valida JHY-23, diagnostickd a pro-
dukénf laboratof Jindfichtiv Hradec. Pro imunomagnetickou separaci (IMS)
bylo vyuzito magnetického separdtoru MPC-1 (Dynal, Oslo, Norsko) a imu-
nomagnetickych kulicek Dynabeads® anti-Listeria (Dynal).

Vzorky olomouckych tvartiizki byly zakoupeny jednak v trznf siti, jednak
ziskany pfimo ve vyrobné¢.

Prukaz listerii v redlnych vzorcich byl proveden dle normy
CSN ISO 10560 [3].

25 g vzorku bylo zhomogenizovdno na stomacheru v 225 ml pomnoZova-
ci piidy Listeria Enrichment Broth (LEB, HiMedia, Bombay, Indie) a inku-
bovano pfi 30 °C po dobu 1; 2 a 7 dnt. V téchto intervalech bylo provedeno
vyockovani na povrch pevnych médii Oxford a PALCAM (Oxoid, Ba-
singstoke, Velkd Britdnie) a inkubace 48 h pti 37 °C.

Pro konfirmaci byly vybrany suspektni kolonie a preockovany na neselek-
tivni pidu s tryptonem, soytonem a kvasni¢nym extraktem (TSYEA,
HiMedia). Po 24 h kultivaci pfi 37 °C byly provedeny piislu§né biochemické
testy dané normou, CAMP test a testy API Listeria (BioMérieux,
Marcy I’Etoile, Francie).

Soucasné s klasickou kultivaéni metodou byla provedena IMS. Do mik-
rozkumavky bylo odméfeno 20 pl suspenze imunomagnetickych kuli¢ek
a pfidan 1 ml pomnoZeného vzorku. Po 10 min inkubaci za mirného pro-
michdvdani pfi laboratorni teploté byla mikrozkumavka vloZena do imuno-
magnetického separdtoru a ponechdna 3 minuty k separaci imunomagnetic-
kych ¢&astic (IMC). Po odstranéni supernatantu byly kulicky 5-krat promyty
vzdy 1 ml promyvaciho tlumivého roztoku PBS Tween (0,01 mol.I-! fosforec-
nanovy tlumivy roztok pH 7,4; 0,15 mol.I'! NaCl a 0,05 % Tween 20). Poté
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byl komplex IMC-imobilizované buiiky resuspendovan v 100 ul PBS Tweenu
a suspenze byla vyockovdna po 50 pl na povrch kultiva¢nich médii Oxford
a PALCAM. Misky byly inkubovdny 24-72 h pfti 37 °C.

Monitoring provozu na vyrobu olomouckych tvartzkd byl proveden
stérovou metodou. Tampon byl po odbéru vzorku vlozen do 10 ml sterilni
pudy LEB a inkubovén pti 30 °C 1; 2 a 7 dnt. Stéry byly odebrany celkem 3-
krat, vZzdy na stejném misté provozu, v odstupu 6 tydnti. Na pfitomnost lis-
terii byly provéfeny téz suroviny a polotovary a odebrdny vzorky vod
a odpadnich vod.

Pro ovéfeni selektivity tuhych kultivacnich médii Oxford a PALCAM byl
povrch téchto pid inokulovan Cistymi kulturami listerii a Cistymi kulturami
doprovodné mikroflory vyizolované z redlnych vzorki.

Identifikace doprovodné mikroflory byla provedena podle identifikac-
nich postuptli zahrnujicich morfologii bunék i kolonii narostlych na selek-
tivné-diagnostickych pudach. Déle byly pouzity biochemické testy a mikro-
testy, které byly vyhodnoceny identifikacnim pocitaCovym programem
INFOS verze 2.0 (Ceskd sbirka mikroorganismu, Pfirodovédeckd fakulta
Masarykovy univerzity Brno). Identifikace kvasinek byla provedena ve spo-
luprdci s mikrobiologickym oddélenim Nemocnice v Pardubicich.

‘ dreenf tvarohil ‘ expedice!?

‘ skladovaci nddrze? ‘ skladovani ®

‘ misici vana3 ‘ bali¢ka8

‘ formovacka4 ‘ zraci prostory’

‘ susarnas }% pracka®
vyskyt listeriill

OBR. 1. Schéma vyroby olomouckych tvartizka.
F1G. 1. Working scheme of Olomouc cheese cakes.

1 - crushing of curds, 2 - tanks for storage, 3 - mixing tube, 4 - machine for moulding, 5 - drier,
6 - washmachine, 7 - ripening room, 8 - wrapping machine, 9 - storage, 10 - expedition,
11 - occurence of Listeria spp.
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Vysledky a diskuse

Ve vsech vzorcich zkouSenych tvartizka byly nalezeny listerie, které byly
identifikovany jako L. welshimeri, v n¢kolika ptipadech jako L. innocua.
V zadném ze 16 odebranych tvarohd na vyrobu tvartzka listerie obsazeny
nebyly. Pfi monitoringu vyskytu listerii v provozu byly listerie pravidelné zjis-
tény na mistech vyznacenych na obr. 1. Jak vyplyva ze schématu, v procesu
vyroby se listerie poprvé objevuji v pracce - a to i po vyméné pracky staré
za automatickou. Praci voda byla po mikrobiologické analyze jakozto zdroj
listerif vyloucena.

V odpadnich voddch byla vidy nalezena velmi rozmanitd mikrofldra,
nejméné 2 druhy listerii a v 1 pfipadé€ byla vyizolovdna L. monocytogenes.

Pri vySetfovani stért i polotovarli doSlo na pidich PALCAM i Oxford
k nartstu doprovodné mikroflory, kterd mnohdy ztéZovala odecitdni cha-
rakteristickych kolonii listerii, protoze nékteré druhy vykazovaly slabou
eskulinovou reakci. Vysledky analyzy polotovarti jsou uvedeny v tabulce 1.

Obdobnd mikrofldra byla nalezena ve stérech. Navic se zde vyskytovaly
kvasinky Trichosporon cutaneum a koryneformni bakterie (tab. 2, 3, 4)
Zjisténé kvasinky patifi mezi bézné mlékdrenské mikroorganismy. Vyskyt
stafylokokd v mlékdrenskych provozech s vysokou hygienickou drovni byva
Casto spojen s nalezem listeri, jak uvadi také Toth a Ivanova [4].

TABULKA 1. VySetfen{ polotovard na pritomnost Listeria spp.
TaBLE 1. Occurrence of Listeria spp. in semi-finished product.

PALCAM Oxford
Polotovary! Listeria | Candida | Listeria | Bacillus | Staphylococcus
Spp- Spp- SPp- Spp- Spp-
tvaroh po formovéni 2 - - - - _
ty¢inky pfed balenim? + + + - +
tvartizky malé po oplachu* + - + - +
vénecky - susdrna’ - + - + +
tvaruzky velké pred balenfm6 + - + - +
kousky s kminem pted balenim? + - + _ +
tvartizky malé pred balenim3 + + + - +

1 - semi-finished products, 2 - curds after moulding, 3 - sticks before packing, 4 - Olomouc cakes of cheese
(small) after washing, 5 - ringlets of cheese in drier, 6 - Olomouc cakes of cheese (big) before packing,
7 - pieces with cumin before packing, 8 - Olomouc cakes of cheese (small) before packing.
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TABULKA 2. Stéry z provozu ¢. 1.

TABLE 2. Scrapings of the manufacture premises No. 1.

Stéry!

PALCAM

Oxford

Listeria
spp-

Candida
spp-

Trichosp.
cutaneum

Listeria | Bacillus | Staph.
spp- Spp- Spp-

drti¢?

nadrZ na tvarohy?

misici vana - nova4

dopravni pds - misici vana’

formovacka®

zraci rosty”’

suSdrna - sténa8

pracka stard®

zraci bedny!0

paleta pod zraci bedny!!

+ 4|+

++ |+

+ |+ +
|

chladirnal?

bali¢ka - dopravni pds!3

plenal4

plastova zdstérals

rukavicel6

podlaha - balirnal?

+l+ |+ ]+

nédsypka na tvarohl8

dievénd paleta v rolovné!?

nuz - balicka?0

vanicka na kousky?2!

+|+ |+

kbelik k myti beden??

odpad - balirna2?

o I e e e o e oy ey iy e

+

pracovni stoly na rolovéni 24

+

|
I o o A o e o o I I o I e S Ao I I S R

o I I I o S o o I S S I
|

Trichosp. - Trichosporon, Staph. - Staphylococcus.

1 - scrapings, 2 - crusher, 3 - tank for curds, 4 - new mixing tub, 5 - mixing tub - transport band, 6 - machine
for moulding, 7 - shelfs for ripening, 8 - drier - wall, 9 - old washmachine, 10 - boxes for ripening,
11 - pallet under boxes for ripening, 12 - cooling plant, 13 - wrapping machine - transport band, 14 - sheet
of linen, 15 - plastic apron, 16 - gloves, 17 - floor - packing room, 18 - hopper for curds, 19 - wooden
pallet in moulding room, 20 - knife - wrapping machine, 21 - vat for pieces, 22 - pail for cleaning boxes,
23 - waste - packing room, 24 - working tables in moulding room.
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TABULKA 3. Stéry z provozu ¢. 2.
TABLE 3. Scrapings of the manufacture premises No. 2.

Stéry!

PALCAM

Oxford

List.

Cand. | Bac.

koryn.

G+ koky

Trich. | List.

Staph.

koryn.

drti¢?

- |+

nddrZ na tvarohy3

misici vana - nova4

dopravni pds - misici vana’

formovacka - novab

formovacka - stara?

zraci rosty8

susdrna’

pracka - dopravni pds!0

zraci bedny!!

paleta ke zraci bedné!2

+ |+ +

+|+ |+
|

++ |+

+| |+ +

chladirnal3

balicka - pds po mytil4

bali¢ka - dopravn{ pas!>

plosinka v rolovné!6

pracovni stoly - rolovnal?

+ |+ +
|

stohovac¢ palet!8

+ |+ ]+

+ |+ ]+

+ |+ +]+

+ |+ ]+

zéstéra jednordzoval?

zastéra v balirné20

balirna - sténa?!

+ |+

sténa v rolovné??

topeni v rolovné?

++ |+ |+

nésypka na tvaroh24

formovna - zed 25

automatickd pracka2o

Satna Zeny - skiitika2’

+

+

Satna Zeny - podlaha28

+ —

+

+

List. - Listeria spp., Cand. - Candida spp., Bac. - Bacillus spp., koryn. - koryneformni{ bakterie (coryneform
bacteria), Trich. - Trichosporon cutaneum, Staph. - Staphylococcus spp.

1 - scrapings, 2 - crusher, 3 - tank for curds, 4 - new mixing tub, 5 - mixing tub - transport band, 6 - new
machine for moulding, 7 - old machine for moulding, 8 - shelfs for ripening, 9 - drier, 10 - washmachine
- transport band, 11 - boxes for ripening, 12 - pallet under box for ripening, 13 - cooling plant, 14 - wrap-
ping machine - band after washing, 15 - wrapping machine - transport band, 16 - platform in moulding
room, 17 - working tables in moulding room, 18 - device for stocking of pallets, 19 - single use apron,
20 - apron in packing room, 21 - packing room - wall, 22 - wall in moulding room, 23 - heating in mould-
ing room, 24 - hopper for curds, 25 - moulding hall - wall, 26 - automatic washmachine, 27 - cloak-room
for women - wardrobe, 28 - cloak-room for women - floor.
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TABULKA 4. Stéry z provozu ¢. 3.
TABLE 4. Scrapings of the manufacture premises No. 3.

PALCAM Oxford

Stéry! . , :
List. |Cand.|G* koky|koryn.| Tiich. | List. | Staph.| Bac.

drtic2 -+ - - =1 =1T=-171-

nadrZ na tvaroh3 - - + _ _ _

misici vana - nova4 - - - - - -

misici vana - dopravni pds> - - - - - -

nédsypka na tvaroh© - - — + _ _

||+ +
|

formovacka - novd’ - - + - - -

formovacka - stara8 - - - + _ _ _ +

formovacka stard - dopr. pas® - - - - - -

+ |+

zraci rosty10 + - - - + +

suSdrna - sténall - - _ — _ _ _ _

suSdrna - topenil2 - - + -

pracka - dopravni pds!3

zraci bedny!4

paleta pod zraci bedny!>

plosinka v rolovné!6

+ |+ ]+
|
+|+ ]+
[
++|+ |+
+ |+ ]+
+ |+ ]+
|

pracovni stoly na rolovanil?

sténa v rolovné18

|

|

|
+

topeni v rolovné!?

|
+

|

|

automatickd pracka20

bali¢ka na vénecky - hlava2!

balicka na vénecky - dopr. pds??

+ |+ ]+
[
[
[

++ ]+

+ |+ ]+

+ |+ ]+

|

stohovac¢ palet - balirna23

vétrak z kotelny?* - - - - - - - _

chladirna - sténa? + - + - - + + _

List. - Listeria spp., Cand. - Candida spp., Bac. - Bacillus spp., koryn. - koryneformni bakterie (coryneform
bacteria), Trich. - Trichosporon cutaneum, Staph. - Staphylococcus spp.

1 - scrapings, 2 - crusher, 3 - tank for curds, 4 - new mixing tub, 5 - mixing tub - transport band, 6 - hop-
per for curds, 7 - new machine for moulding, 8 - old machine for moulding, 9 - old machine for mould-
ing - transport band, 10 - shelfs for ripening, 11 - drier - wall, 12 - drier - heating, 13 - washmachine -
transport band, 14 - boxes for ripening, 15 - pallet under boxes for ripening, 16 - platform in moulding
room, 17 - working tables in moulding room, 18 - wall in moulding room, 19 - heating in moulding room,
20 - automatic washmachine, 21 - wrapping machine for ringlets of cheese - head, 22 - wrapping machine
for ringlets of cheese - transport band, 23 - device for stocking of pallets - packing room, 24 - ventilator
from boiler room, 25 - cooling plant - wall.
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Pti ovétovani selektivity obou kultivac¢nich ptd bylo zjisténo, Ze selektivi-
ta pady PALCAM je niZsi, nez selektivita pidy Oxford, cozZ je ddno jejim slo-
zenim. Pida Oxford obsahuje cykloheximid, ktery potlacuje rist kvasinek.
Vzhledem k ristu rozdilné mikrofléry na téchto ptddch je vyhodné pouzivat
pfi stanovent listerii pidy obé.

Doprovodnd mikrofléra se objevovala na uvedenych médiich nejen
pri klasické kultivacni metodé, ale i po IMS. Tento fakt nds opraviuje
domnivat se, Zze pti IMS dochadzi k nespecifickym reakcim. Povaha nespeci-
fickych reakef pfi IMS, které ztézuji detekci listerif a moznosti jejich elimi-
nace zustdvaji predmétem dalSitho studia. Kulturni mikrofléra
Brevibacterium linens a Candida valida pouzivand pro vyrobu tvarizki na
sledovanych pudach nerostla.

V dobé, kdy byly provadény jednotlivé odbéry stéri, vzorka a polotovart,
probihala rekonstrukce provozu a vyména stavajictho zafizeni za nerezové.
Pti dalSich odbérech vSak byly listerie nalezeny i na nerezovych ¢astech. Toto
zjistén{ je v souladu s Bilgilim [5], ktery uvddi, Ze listerie mohou tvofit bio-
filmy na hydrofilnich povrSich pfedméta (nerezova ocel), zvlasté v ptitom-
nosti komplexnich rdstovych Zivin. V prostiedi mlékdrenskych zavodu je
likvidace listerii technicky ndrofny a ndkladny proces. Pokud se Listeria
dostane do vyrobniho prostiedi, je velmi tézké ji z tohoto prostiedi odstra-
nit. Asperger a kol. [6] poukdzali na pfipad syrdrny kolonizované rezistent-
nim kmenem L. monocytogenes 1/2, kde ani velmi pfisny sanitac¢ni rezim
neddval zaruku vyroby syra bez listerii. Také Neumann a kol. [7] uvaddé&ji, Ze
v zdvodech s intenzivnim zabezpecenim hygienickych podminek se listerie
Casto vyskytuji. Tyto paradoxni poznatky byly potvrzeny i ve vyrobné olo-
mouckych tvarazku.

Zavér

Klasicka kultiva¢ni metoda na stanovent listerii v potravindch predstavu-
je zdlouhavou metodu. Metoda IMS tento proces ucinné zkracuje minimal-
n¢ o jeden den. Vzhledem k ristu doprovodné mikrofléry na obou izola-
¢nich puadach vSak vyzaduji obé metody vzdy celou Skdlu identifikacnich
testi. Lokdlni zdroj listerif v procesu nalezen nebyl a lze pfedpokladat, ze
nejpravdépodobnéjSim zdrojem listerii jsou biofilmy na rfiznych zatizenich.
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Study of Listeria spp. occurrence in Olomouc cheese-cakes manufacture
VYTRASOVA, J. - PEJCHALOVA, M. - MERKOVA, Z.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 233-241.

SumMARY. Occurrence of the Listeria spp. in ripening soft cheeses was studied. Detection
of Listeria spp. was performed according to the standard CSN ISO 10560 after previous ver-
ification of selectivity of the nutrient media Oxford and PALCAM using pure cultures.
Continuous occurrence of Listeria spp. in Olomouc cheese-cakes was confirmed by microbi-
ological analysis. Thus, the manufacture was monitored in order to find possible sources
of contamination. To accelerate detection, the method of immunomagnetic separation
of Listeria spp. was utilized. The IMS method saved the time of analysis in comparison with
the standard cultivation method by one day.

KEYWORDS: Listeria; immunomagnetic separation; Olomouc cheese-cakes
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