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Studium výskytu listerií
v procesu výroby olomouckých tvarùžkù

JARMILA VYTØASOVÁ − MARCELA PEJCHALOVÁ − ZUZANA MÌRKOVÁ

SOUHRN. Byl studován výskyt listerií v mìkkých zrajících sýrech. Prùkaz listerií byl pro−
vádìn podle normy ÈSN ISO 10560 po pøedchozím ovìøení selektivity živných médií
Oxford a PALCAM na èistých kulturách. Mikrobiologickým rozborem reálných vzorkù
mìkkých sýrù byl potvrzen pravidelný výskyt listerií v olomouckých tvarùžcích, proto byl
proveden monitoring provozu za úèelem zjištìní možných zdrojù kontaminace. K urych−
lení detekce byla využita metoda imunomagnetické separace listerií (IMS), která ve srov−
nání s klasickou kultivaèní metodou zkrátila stanovení o jeden den.
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V posledních letech se listerie stala mikrobem, k nìmuž se obrací pozor−
nost vzhledem k závažnosti onemocnìní, které mùže vyvolávat. Koncem
sedm desátých let bylo ve svìtì zaznamenáno nìkolik epidemiologicky výz−
namných onemocnìní listeriózou a vyskytlo se i nìkolik smrtelných pøípadù.
Listeria monocytogenes se totiž vyskytuje v malém množství v potravinách
soubìžnì s velkým množstvím doprovodné mikroflóry. U zdravých jedincù
nevyvolává toto množství žádné komplikace, avšak rizikové skupiny (tìhotné
ženy, staré osoby, jedinci se sníženou imunitou organismu) jsou listeriózou
ohroženi [1]. Pøenos listeriózy se nejèastìji uskuteèòuje kontaminovanými
potravinami, rizikové jsou zejména tepelnì neopracované masné výrobky,
lahùdkové paštiky, moøští živoèichové, ale i mìkké, plísòové a pod ma zem
zrající sýry a sýry ovèí i kozí vyrobené z nepasterovaného mléka [2].

Pro zjištìní listerií v potravinách se využívá jednak standardních klasic−
kých metod s kultivaèními médii o rùzné selektivitì, jednak moderních
metod urychlujících dobu stanovení, mezi nìž patøí i technika imunomagne−
tické separace (IMS). Následuje konfirmace pomocí biochemických testù,
kterými je možno odlišit patogenní L. monocytogenes od ostatních, nepato−
genních druhù listerií.
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Hlavním cílem této práce bylo provìøit obìma uvedenými zpùsoby výskyt
listerií v tvarùžcích a na základì provedených mikrobiologických rozborù
v jednotlivých fázích výrobního procesu zjistit možné zdroje kontaminace.
Dalším úkolem bylo ovìøit selektivitu používaných pùd pro tak složitou
matri ci, jakou jsou olomoucké tvarùžky, veškeré vyizolované kolonie dru−
hovì identifikovat a pokusit se eliminovat pøípadné nespecifické reakce.

Materiál  a  metody

Pro ovìøení selektivity živných médií Oxford a PALCAM a biochemic−
kých testù byly použity èisté kultury Listeria monocytogenes, Listeria innocua,
Listeria welshimeri, Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi − sbírka labora−
toøe Katedry biologických a biochemických vìd, Univerzita Pardubice,
Brevibacterium linens JHB−16, Candi da va lida JHY−23, diagnostická a pro−
dukèní laboratoø Jindøichùv Hradec. Pro imunomagnetickou separaci (IMS)
bylo využito magnetického separátoru MPC−1 (Dynal, Oslo, Norsko) a imu−
nomagnetických kulièek Dynabeads® anti−Listeria (Dynal).

Vzorky olomouckých tvarùžkù byly zakoupeny jednak v tržní síti, jednak
získány pøímo ve výrobnì.

Prùkaz listerií v reálných vzorcích byl proveden dle normy
ÈSN ISO 10560 [3].

25 g vzorku bylo zhomogenizováno na stomacheru v 225 ml pomnožova−
cí pùdy Listeria Enrichment Broth (LEB, HiMedia, Bombay, Indie) a inku−
bováno pøi 30 °C po dobu 1; 2 a 7 dnù. V tìchto intervalech bylo provedeno
vyoèkování na povrch pevných médií Oxford a PALCAM (Oxoid, Ba −
singstoke, Velká Británie) a inkubace 48 h pøi 37 °C.

Pro konfirmaci byly vybrány suspektní kolonie a pøeoèkovány na neselek−
tivní pùdu s tryptonem, soytonem a kvasnièným extraktem (TSYEA,
HiMedia). Po 24 h kultivaci pøi 37 °C byly provedeny pøíslušné biochemické
testy dané normou, CAMP test a testy API Listeria (BioMérieux,
Marcy l’Etoile, Francie).

Souèasnì s klasickou kultivaèní metodou byla provedena IMS. Do mik−
rozkumavky bylo odmìøeno 20 μl suspenze imunomagnetických kulièek
a pøidán 1 ml pomnoženého vzorku. Po 10 min inkubaci za mírného pro−
míchávání pøi laboratorní teplotì byla mikrozkumavka vložena do imuno−
magnetického separátoru a ponechána 3 minuty k separaci imunomagnetic−
kých èástic (IMÈ). Po odstranìní supernatantu byly kulièky 5−krát promyty
vždy  1 ml promývacího tlumivého roztoku PBS Tween (0,01 mol.l−1 fosforeè −
nanový tlumivý roztok pH 7,4; 0,15 mol.l−1 NaCl a 0,05 % Tween 20). Poté
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byl komplex IMÈ−imobilizované buòky resuspendován v 100 μl PBS Tweenu
a suspenze byla vyoèkována po 50 μl na povrch kultivaèních médií Oxford
a PALCAM. Misky byly inkubovány 24–72 h pøi 37 °C.

Monitoring provozu na výrobu olomouckých tvarùžkù byl proveden
stìrovou metodou. Tampon byl po odbìru vzorku vložen do 10 ml sterilní
pùdy LEB a inkubován pøi 30 °C 1; 2 a 7 dnù. Stìry byly odebrány celkem 3−
krát, vždy na stejném místì provozu, v odstupu 6 týdnù. Na pøítomnost lis−
terií byly provìøeny též suroviny a polotovary a odebrány vzorky vod
a odpadních vod.

Pro ovìøení selektivity tuhých kultivaèních médií Oxford a PALCAM byl
povrch tìchto pùd inokulován èistými kulturami listerií a èistými kulturami
doprovodné mikroflóry vyizolované z reálných vzorkù.

Identifikace doprovodné mikroflóry byla provedena podle identifikaè −
ních postupù zahrnujících morfologii bunìk i kolonií narostlých na selek−
tivnì−diagnostických pùdách. Dále byly použity biochemické testy a mikro−
testy, které byly vyhodnoceny identifikaèním poèítaèovým programem
INFOS verze 2.0 (Èeská sbírka mikroorganismù, Pøírodovìdecká fakulta
Masary kovy univerzity Brno). Identifikace kvasinek byla provedena ve spo−
lupráci s mikrobiologickým oddìlením Nemocnice v Pardubicích.
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OBR. 1. Schéma výroby olomouckých tvarùžkù.
FIG. 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.



Výsledky a diskuse

Ve všech vzorcích zkoušených tvarùžkù byly nalezeny listerie, které byly
identifikovány jako L. welshimeri, v nìkolika pøípadech jako L. innocua.
V žádném ze 16 odebraných tvarohù na výrobu tvarùžkù listerie obsaženy
nebyly. Pøi monitoringu výskytu listerií v provozu byly listerie pravidelnì zjiš −
tìny na místech vyznaèených na obr. 1. Jak vyplývá ze schématu, v procesu
výroby se listerie poprvé objevují v praèce − a to i po výmìnì praèky staré
za automatickou. Prací voda byla po mikrobiologické analýze jakožto zdroj
listerií vylouèena.

V odpadních vodách byla vždy nalezena velmi rozmanitá mikroflóra,
nejménì 2 druhy listerií a v 1 pøípadì byla vyizolována L. monocytogenes.

Pøi vyšetøování stìrù i polotovarù došlo na pùdách PALCAM i Oxford
k nárùstu doprovodné mikroflóry, která mnohdy ztìžovala odeèítání cha−
rakteristických kolonií listerií, protože nìkteré druhy vykazovaly slabou
eskulinovou reakci. Výsledky analýzy polotovarù jsou uvedeny v tabulce 1.

Obdobná mikroflóra byla nalezena ve stìrech. Navíc se zde vyskytovaly
kvasinky Trichosporon cutaneum a koryneformní bakterie (tab. 2, 3, 4)
Zjištìné kvasinky patøí mezi bìžné mlékárenské mikroorganismy. Výskyt
stafylokokù v mlékárenských provozech s vysokou hygienickou úrovní bývá
èasto spojen s nálezem listerií, jak uvádí také Tóth a Ivanová [4].
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TABULKA 1. Vyšetøení polotovarù na pøítomnost Listeria spp.
TABLE 1. Occurrence of Listeria spp. in semi−finished product.

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.

Polotovary1

PALCAM Oxford

Listeria
spp.

Candida
spp.

Listeria
spp.

Bacillus
spp.

Staphylococcus
spp.

tvaroh po formování 2 – – – – –

tyèinky pøed balením3 + + + – +

tvarùžky malé po oplachu4 + – + – +

vìneèky − sušárna5 – + – + +

tvarùžky velké pøed balením6 + – + – +

kousky s kmínem pøed balením7 + – + – +

tvarùžky malé pøed balením8 + + + – +
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TABULKA 2. Stìry z provozu è. 1.
TABLE 2. Scrapings of the manufacture premises No. 1.

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.

Stìry1

PALCAM Oxford

Listeria
spp.

Candida
spp.

Trichosp.
cutaneum

Listeria
spp.

Bacillus
spp.

Staph.
spp.

drtiè2 – – – – – –

nádrž na tvarohy3 – – – – – –

mísící vana − nová4 – – – – – +

dopravní pás − mísící vana5 – – – – – +

formovaèka6 – + – – – +

zrací rošty7 – – + – + +

sušárna − stìna8 – + – – – +

praèka stará9 + – + + – +

zrací bedny10 + – + + – +

paleta pod zrací bedny11 + – + + – +

chladírna12 – – – – – +

balièka − dopravní pás13 + – + + – +

plena14 + – + + – +

plastová zástìra15 + – + + – +

rukavice16 + – + + – +

podlaha − balírna17 + – + + – +

násypka na tvaroh18 + – – + – +

døevìná paleta v rolovnì19 + – + + – +

nùž − balièka20 + – + + – +

vanièka na kousky21 + – + + – +

kbelík k mytí beden22 + – – + – +

odpad − balírna23 + – + + – +

pracovní stoly na rolování 24 + – + + – +
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TABULKA 3. Stìry z provozu è. 2.
TABLE 3. Scrapings of the manufacture premises No. 2.

List. − Listeria spp., Cand. − Candida spp., Bac. − Bacillus spp., koryn. − koryneformní 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 − wash machine
− 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.

Stìry1
PALCAM Oxford

List. Cand. Bac. koryn. G+ koky Trich. List. Staph. koryn.

drtiè2 – – + – – – – – –

nádrž na tvarohy3 – – – – – – – – –

mísící vana − nová4 – – – – – – – + –

dopravní pás − mísící vana5 – – – – – – – – –

formovaèka − nová6 – – – – – – – + –

formovaèka − stará7 – – – + – – – – +

zrací rošty8 – – – – – – – – –

sušárna9 + – – + – – + + –

praèka − dopravní pás10 + + – – – + + – –

zrací bedny11 + + – – – + + – –

paleta ke zrací bednì12 + + – – – + + + –

chladírna13 – – – – + – – – –

balièka − pás po mytí14 + – – – – + – + –

balièka − dopravní pás15 + + – – – + + + –

plošinka v rolovnì16 + + – – – + + + –

pracovní stoly − rolovna17 + + – – – + + + –

stohovaè palet18 + – – – – + + + –

zástìra jednorázová19 – – – – – – – – –

zástìra v balírnì20 + + – – – + + + –

balírna − stìna21 – + – – + – – + –

stìna v rolovnì22 – – – – + – – + –

topení v rolovnì23 + – – – – + + + –

násypka na tvaroh24 – – – – + – – – –

formovna − zeï 25 – – – – – – – – –

automatická praèka26 + – – – – – + + –

šatna ženy − skøíòka27 – – – – + – – + –

šatna ženy − podlaha28 – + – + – – – + –
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TABULKA 4. Stìry z provozu è. 3.
TABLE 4. Scrapings of the manufacture premises No. 3.

List. − Listeria spp., Cand. − Candida spp., Bac. − Bacillus spp., koryn. − koryneformní 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 wash machine, 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.

Stìry1
PALCAM Oxford

List. Cand. G+ koky koryn. Trich. List. Staph. Bac.

drtiè2 – + – – – – – –

nádrž na tvaroh3 – – + – – – + –

mísící vana − nová4 – – – – – – + –

mísící vana − dopravní pás5 – – – – – – + –

násypka na tvaroh6 – – – + – – + –

formovaèka − nová7 – – + – – – + –

formovaèka − stará8 – – – + – – – +

formovaèka stará − dopr. pás9 – – – – – – + –

zrací rošty10 + – – – + + + –

sušárna − stìna11 – – – – – – – –

sušárna − topení12 – – + – – – – –

praèka − dopravní pás13 + – – – – + + –

zrací bedny14 + – + – + + + –

paleta pod zrací bedny15 + – + – + + + –

plošinka v rolovnì16 + – + – + + + –

pracovní stoly na rolování17 + – – – + + + –

stìna v rolovnì18 – – – – – – – –

topení v rolovnì19 + – – – + + + –

automatická praèka20 + – + – – + + –

balièka na vìneèky − hlava21 + – – – + + + –

balièka na vìneèky − dopr. pás22 + – – – + + + –

stohovaè palet − balírna23 + – – – + + + –

vìtrák z kotelny24 – – – – – – – –

chladírna − stìna25 + – + – – + + –



Pøi ovìøování selektivity obou kultivaèních pùd bylo zjištìno, že selektivi−
ta pùdy PALCAM je nižší, než selektivita pùdy Oxford, což je dáno jejím slo−
žením. Pùda Oxford obsahuje cykloheximid, který potlaèuje rùst kvasinek.
Vzhledem k rùstu rozdílné mikroflóry na tìchto pùdách je výhodné používat
pøi stanovení listerií pùdy obì.

Doprovodná mikroflóra se objevovala na uvedených médiích nejen
pøi klasické kultivaèní metodì, ale i po IMS. Tento fakt nás opravòuje
domnívat se, že pøi IMS dochází k nespecifickým reakcím. Povaha nespeci−
fických reakcí pøi IMS, které ztìžují detekci listerií a možnosti jejich elimi−
nace zùstávají pøedmìtem dalšího studia. Kulturní mikroflóra
Brevibacterium linens a Candida valida používaná pro výrobu tvarùžkù na
sledovaných pùdách nerostla.

V dobì, kdy byly provádìny jednotlivé odbìry stìrù, vzorkù a polotovarù,
probíhala rekonstrukce provozu a výmìna stávajícího zaøízení za nerezové.
Pøi dalších odbìrech však byly listerie nalezeny i na nerezových èástech. Toto
zjištìní je v souladu s Bilgilim [5], který uvádí, že listerie mohou tvoøit bio−
filmy na hydrofilních površích pøedmìtù (nerezová ocel), zvláštì v pøítom−
nosti komplexních rùstových živin. V prostøedí mlékárenských závodù je
likvidace listerií technicky nároèný a nákladný proces. Pokud se Listeria
dostane do výrobního prostøedí, je velmi tìžké ji z tohoto prostøedí odstra−
nit. Asperger a kol. [6] poukázali na pøípad sýrárny kolonizované rezistent−
ním kmenem L. monocytogenes 1/2, kde ani velmi pøísný sanitaèní režim
nedával záruku výroby sýra bez listerií. Také Neumann a kol. [7] uvádìjí, že
v závodech s intenzivním zabezpeèením hygienických podmínek se listerie
èasto vyskytují. Tyto paradoxní poznatky byly potvrzeny i ve výrobnì olo−
mouckých tvarùžkù.

Závìr

Klasická kultivaèní metoda na stanovení listerií v potravinách pøedstavu−
je zdlouhavou metodu. Metoda IMS tento proces úèinnì zkracuje minimál−
nì o jeden den. Vzhledem k rùstu doprovodné mikroflóry na obou izola−
èních pùdách však vyžadují obì metody vždy celou škálu identifikaèních
testù. Lokální zdroj listerií v procesu nalezen nebyl a lze pøedpokládat, že
nejpravdìpodobnìjším zdrojem listerií jsou biofilmy na rùzných zaøízeních.
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Study of Listeria spp. occurrence in Olomouc cheese−cakes manufacture

VYTØASOVÁ, J. − PEJCHALOVÁ, M. − MÌRKOVÁ, Z.: Bull. potrav. Výsk., 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 ÈSN 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.
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