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ABSTRACT

There were monitored the sporeforming bactBri@ereusandB. licheniformis
within 106 raw bulk milk samples and during thehiealogical process of cheese
production (19 batches — raw milk, pasteurized raitkl cheese). We have fouBd
cereusin 13 cases an®. licheniformisin 46 cases of all 106 bulk milk samples.
During the technological cheese process we havsiigel 1strains of B. cereusand
9 B. licheniformis within raw milk, 1 B. cereusand 6 B. licheniformis within
pasteurized milk. There were @ cereusor B. licheniformisin the cheese samples.
We have used BCET RPLA and ELISA test for detectbthe diarrheal enterotoxin
producing byB. cereus There were 10 strains, which produced the eturmn (both
methods were positive), 3 strains were negativéh(lnoethods were negative) and 5
cases were disputable. In these cases (RPLA negE&ISA posit.) we have the
results determinated as negative. BCET RPLA antSEliest were provided in the
acreditted laboratory SVU Jihlava and RPLA test wasvided in our laboratory as
well as. We have found no differences between RRtéversed passive latex
agglutination) results between both laboratories.

UvoD

B. cereusse projevuje ddma syndromy potravinovych otrav. Diarrhealni typ
zpasobuje tvorbou termolabilniho enterotoxinoveho kéemp prijem a Wisni bolesti
po 8 az 16 hodinach po poziti kontaminované poti@wgko). Tento typ by & byt
eliminovan pastetmi teplotou. Emeticky typ je charakterizovan tvarbo
termostabilniho enterotoxinu a vyvolava Zakmenevolnost a zvraceni po 1 az 5
hodinach (pasterizovana smetana,dmjepudink). Je schopnyigZivat jak pastetai
teplotu, tak i teplotu UHT.

Cilem préace bylo zjighi vyskytu sporotvornych bakteriB. cereusa B.
licheniformisv bazénovych vzorcich mléka ahem technologie zpracovani mléka na
syry ementalského typu a dale pak u vybranych KmBn cereuszjistit tvorbu
diarrheélniho enterotoxinu.

MATERIAL A METODY



Ve spolupraci s Centrélni labor#tosr Pardubicich bylo v gibéhu let 2003 a
2004 vysetno 106 bazénovych vzdrkmléka z fiznych odBrnych mistCR a ve
spolupraci s mlékarnou byly vy$eny vzorky pi vyrobé ementalského syru (syrové
mléko, pasterované mléko a finalni vyrobky) vzddné Sarze mléka (celkem 19
Sarzi). Vedle jinych patogennich mikroorganisjako S. aureusk. coli, E coli 0157
a L. monocytogeneyly vzorky vySeteny na pitomnostB. cereusa B. licheniformis
U jednotlivych vzork byl stanoven i jejich pget v CFU/mI. Pro kultivaci a
konfirmaci podetelych kolonii se vychazelo znormy: CSN ISO 7932:
Mikrobiologie. VSeobecné pokyny pro stanovenictpo Bacillus cereus Jako
kultivaéni médium byl pouzit MYP Agar (HiMedia).

U nekterych izolovanych kmenB. cereusbyla zjiS€na tvorba diarrheélniho
enterotoxinu pomoci BCET RPLA - reverzni pasivnfexava aglutinace. Ke
stanoveni bylo pouzito kitu BCET RPLA a navodu @x¢rD0950). Pro potvrzeni
tvorby enterotoxinu byly tyto vybrané kmeny zaslddy akreditované zkuSebni
laboratdie ¢. 1129 Statniho veterinarniho Ustavu v JibJdkde bylB. cereusvySeten
metodou ELISA a metodou RPLA. Vysledky jsou intetprany v tabulce.

VYSLEDKY A DISKUSE

V piipad bazénovych vzortk miéka bylo celkem 13 (22%) pozitivhich na
vyskytB. cereusa 46 (78%) nd. licheniformis(tab.1). Bi vyrobé symi jsme izolovali
v syrovém mlécaB. cereusv 1 piipackt a B. licheniformisv 9 pgripadech. Ve vzorcich
pasterovaného mléka byl pozitivni vysiBit cereuss 1 pripact aB. licheniformisv 6
piipadech. Ve vzorcich sybyl vysledek pro oba druhy negativni (tab. 1).yaledki
je Zejmé, Ze se v mnohekastji vyskytuje B. licheniformis coZ potvrzuje i naSe
diivejSi sledovani. Je schopny ra@mprodukce diarrhealniho enterotoxinu a navic je
schopny pezivat i UHT teplotu, festo je ¥tSi pozornost énovana nejen u nas, ale i v
zahranéi B. cereus

Tvorba diarrheélniho enterotoxinu byla provedenaéndy metodami.
Z vysledki ziskanych v nasi labordtoa v akreditované laboraio SVU Jihlava
mazeme konstatovat, Ze celkem u 10 kin@n cereusbyla zjiS€na pozitivni tvorba
toxinu pro olks metody (tab. 2). U 3 kmén nebyla potvrzena tvorba toxinu a¢ob
metody byly shodné. Vifpac pozitivniho stanoveni enterotoxinu metodou ELISA a
negativnino metodou RPLA byl kotrey vysledek ozngen jako negativni (5 kmérB.
cereu$. Vysledky jsou v Bkterych gipadech rozdilné vzhledem k tomu, Ze kazda
metoda je zagfena na jinou frakci toxin V téchto spornych fipadech se vysledek
ozn&i jako suspektni a vysledek je negativni. Vysledkyerzni pasivni latexové
aglutinace pro abpracovist byla shodnaVyjimku tvotily pouze dva kmeny 79D a



N 1

568, kdy jsme v obouifpadech zjistili vySSi tvorbu enterotoxinu (tab. B&nto rozdil
v3ak v konéném disledku a hodnoceni nema zadny vliv.

Tabulka 1: Vyskyt B. cereusaB. licheniformisv bazénovych vzorcich mléka

CL (106) Syry - syr.mléko | Syry-paster.mlésyry

Patet |CFU/mI |Pa@et |CFU/mI|Pa@et |CFU/mI |Pa@et
Kmen prip. piip prip prip
Bacil. cereu 13 0-110 |1 0-20 | 1 0-10| O
Bacil. licheniformi46 0-120 |9 0-40 | 6 0-30| O

Tabulka 2: Tvorba diarrhealniho enetrotoxinu B. cereus

SVU Jihlava V.u.p.s.
ELISA |RPLA v

Vzorky p¥i vyrobé syri RPLA v ng |test ng diarrh. toxin
79D syrové mléko 32 + 64 ++
79P pasterované miléko 32 + 32 ++
89D syrové mléko 32 + 32 ++
310D | syrové mléko 64 + 64 ++
7947 syrové mléko <2 + <2 -
7952 pasterované miléko <2 + <2 -
Bazénové vzorky z CL
281 syrové mléko 128 + 128 +++
341 syrové mléko <2 - <2
239 syrové mléko <2 + <2 -
230 syroveé mléko 64 + 64 ++
568 syrové mléko 32 + 64 ++
566 syrové mléko <2 + <2 -
570 syroveé mléko <2 - <2
579 syrové mléko <2 + <2 -
330 syroveé mléko 16 + 16 +
255 syrové mléko <2 - <2
235 syroveé mléko 8 + 8 +
218 syrové mléko 16 + 16 +
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