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Abstrakt

Ucelem této studie bylo nalezeni podminek pro tvorbu
biofilmu u Listeria monocytogenes v modelovém systému
za pouziti mikrotitracnich desticek a nalezeni utc¢inného
desinfek¢niho prostfedku k odstranéni biofilmu a inakti-
vace listerie v ném. Sbirkovy kmen Listeria monocytogenes
CCM 7202 (ATCC 13932) a pramyslovy izolat Listeria
monocytogenes byly porovnany ve svych schopnostech
tvofit biofilm. Z testovanych médii a teplot (8, 25, 30, 37 °C)
byly jako optimalni pro tvorbu biofilmu vyhodnoceny
pufrovana peptonova voda (PPV) obsahujici 0,05%
glukézy a 30 °C. Na vznikly biofilm byly vyzkouSeny
desinfek¢éni pfipravky Merades Alco (smés ethanolu
a propanolu) a 50% etanol. Zadny z testovanych p¥ipravki
nebyl schopen zcela odstranit vznikly biofilm, ale pfi
testovani nasledného rlstu po oSetfeni desinfektantem, se
jako nejucinngjsi ukdzalo 30 minutové plisobeni prostied-
kem Merades Alco.

Conditions for biofilm development of Listeria
monocytogenes

Abstract

The objective of this study was to learn the optimal con-
ditions for biofilm development of Listeria monocytogenes
on a model system using microtiter plates and to find some
effective disinfecting agent for removing of biofilm and
inactivation of listeria in it. Listeria monocytogenes CCM
7202 (ATCC 13932) and an industry isolate of Listeria mo-
nocytogenes were compared in their ability to form biofilm.
From tested media and temperatures (8, 25, 30, 37 °C)
buffered peptone water (BPW) with 0.05% glucose in
30 °C was found as the most optimal medium for forming
biofilm. Following disinfectants were applied: Merades
Alco (mixture of ethanol and propanol) and 50% ethanol.
Any of these agents were not able to remove the biofilm
completely, but the subsequent growth was most efficiently
repressed after 30 min treatment of Merades Alco.

Uvod
Listeria monocytogenes je grampozitivni patogenni

bakterie pfendsena potravinami, kterd je Siroce rozsifena
v zZivotnim prostfedi. L. monocytogenes je odpovédna za

onemocnéni oznacované jako listeriéza, které ma pra-
mérnou udmrtnost 20-30%. Tato bakterie muiZe pietrva-
vat v technologickych zafizenich potravinaiskych zavoda
po mnoho let a tvofi vyznamnou kontaminaci (Borucki
a kol., 2003).

L. monocytogenes ma schopnost ulpivat a tvofit biofilmy
na mnoha typech povrchovych materiald (Kalmokoff a kol.
2001). Je znamo, Zze mnohé bakterie jsou schopné koloni-
zovat rizné povrchy a tvofit na nich trojrozmérnou matrici
sloZzenou z bunék a polymernich latek vylu¢ovanych témi-
to bunkami (extracellular polymeric substances, EPS),
kterou oznacujeme jako biofilm. Biofilmy jsou tvoreny
soubory mikroorganismi obklopenych slizovitymi latkami,
které vyluc€uji, a mohou se tvofit jak na inertnich povrSich,
tak na jinych Zivych organismech (Poulsen, 1999). Toto
uspordddni umoziuje mikroorganismiim pfeZivat
dlouhodobé v prostiedi a odolavat vysuSeni, UV zéafeni
a oSetfeni antimikrobidlnimi a sanitacnimi prostfedky. Je
znacné obtizné zamezit tvorbé biofilmu, nebot ty se tvori
v podminkéch, kde je dostatek vody a ¢iSténi neni fadné
provadéno. V mlékarenskych zévodech se daii izolovat
biofilmy tvofené L. monocytogenes z plnicich nebo
balicich linek, odpadi vody v podlahich, ze stén,
chladicich trubek, dopravnich pasti a unaSect uzivanych
k baleni vyrobkd, stojanii a polic na vyrobky, ruénich
nastroju a rukavic (Tompkin a kol.1999). Ke sledovani
zakonitosti a podminek tvorby bakterialnich povlaki a ko-
lonizaci rdznych typd povrchii byla navrZena celd fada
pfimych i nepfimych experimentdlnich postupti (Lindsay
a von Holy, 1997; Poulsen, 1999).

Postup vyuzivajici kultivace bakterii v mikrotitracnich
destickach patii k nepfimym metoddm méfeni mnozstvi bak-
terii in situ a lze jej pouzit pro kvantitativni rozbor mnoZstvi
vytvoreného biofilmu. V této praci byla pouZzita metoda
vyuzivajici mikrotitraénich destiek popsana Djordjevicem
a kol., 2002. Cilem této studie bylo nalézt vhodné médium
pro tvorbu biofilmu u L. monocytogenes, dale porovnat
sbirkovy kmen s izoldtem z primyslu a vyzkouset odolnost
vzniklého biofilmu k desinfekénim prostredkim.

Material a metody

Kultivace. V této praci byly pouZity dva kmeny: Listeria
monocytogenes CCM 7202 a pramyslovy izolat Listeria
monocytogenes Lm-24 (vyrobna syrt). Zasobni kultury
obou kmenid byly uchovaviny v mozkosrdcovém bujonu
(BHI, Merck, Némecko) s 25% obsahem glycerolu pfii
-80 °C. Pracovni kultury byly kultivovany na Plate count
agaru (PCA, Oxoid, GB) po 24 hodin pfi 37 °C a po nérustu
skladovény pii 4 °C.

Média. Testy na tvorbu biofilmu byly provadény v nésle-
dujicich médiich: pufrovana peptonova voda (PPV, Oxoid,
GB), PPV s 5,0% NaCl, PPV s 0,5% NaCl, PPV s 0,5%
glukdzy, PPV s 0,05% glukdzy, PPV s 5,0% NaCl a 0,5%
glukézy, PPV s 0,5% NaCl a 0,05% glukézy, déle fyziolo-
gicky roztok (FR), mozkosrdcovy bujon (BHI) a desetkrat
naredény BHI.
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Test pro sledovani tvorby biofilmu
na mikrotitracni desticce

Ke sledovani tvorby biofilmu byla pouZita nepifima meto-
da barveni biofilmu krystalovou violeti (Djordjevic a kol.,
2002). Mikrotitracni desticky COSTAR 3797 vyrobené
z polystyrénu (Corning Incorporated, USA) byly vyzkou-
Seny a vybrany jako standardni pomticka ve vSech experi-
mentech. Pfed kazdym experimentem byla odebrana jedna
kolonie z PCA a kultivovana v 10 ml BHI pti 37 °C po
dobu pfiblizn€ 20 hodin. Tato kultura byla poté nafedéna do
shora uvedenych médii takto: 1:100, 3:100 a 5:100 a dalsi
fedéni odpovidalo 0,5 stupni McFarlandovy stupnice.
Mikrotitracni desticky byly promyty 70% ethanolem
a vysuSeny na vzduchu. Do jamek mikrotitra¢ni desticky
bylo vZdy pfeneseno 100 ul nafedéné kultury v testovaném
typu média. Pro kazdy typ média a fedéni bylo k méfeni
pouZito celkem 16 jamek (dvé fady po osmi jamkéch).
Soubézné bylo v dalSich 16 paralelach téZ provadéno
méfeni s nezaoCkovanym médiem. Kazdy pokus byl
opakovan dvakrat pii inokulaci z riznych kolonii.
Mikrotitracni desti¢ky byly poté kultivovany pti 30 °C po
dobu 20 hodin. Vzdy pred a po 20 hodinové inkubaci byly
vSechny jamky proméfeny spektrofotometrem Tecan-
Spectra 9440012 (Tecan, Svycarsko) ptfi 620 nm. Po
20 hodinich inkubace byl obsah vSech jamek desticky
odstranén a desticka byla pétkrat promyta pomoci promy-
vacky Multiwash (Labsystems, USA) sterilni destilovanou
vodou, aby se odstranily volné a volné€ uchycené bakterie.
Desticky pak byly ponechdny na vzduchu k vyschnuti po
45 min a poté se do kazdé jamky ptidalo 150 ul 1% vod-
ného roztoku krystalové violeti. Barveni probihalo
45 minut. Po obarveni nésledovalo pétindsobné promyti
sterilni destilovanou vodou a nakonec se desticky nechaly
vyschnout na vzduchu (cca 30 min). Pro kvantitativni
vyhodnoceni tvorby biofilmu bylo pfidano do kazdé jamky
200 pl 95% ethanolu k odbarveni, které probihalo 5 min.
Z kazdé jamky bylo dale pieneseno 100 pl odbarvovaciho
roztoku do nové mikrotitracni desticky a proméfena jeho
absorbance pfi 620 nm.Vliv teploty na tvorbu biofilmu pfi
teplotach 8, 25, 30 a 37 °C byl ovéfovan stejnym postupem
za pouZziti dvou médii poskytujicich nejvyssi tvorbu biofil-
mu - PPV 5 0,05% glukézy a v PPV pfi pocatecni koncen-
traci inokula 0,5 stupné McFarlandu. Kultivace poté
probihala za vybrané teploty.

Testovani ucinnosti desinfekénich prostiedkii

Testovani dcinnosti desinfekénich prostfedkti probihalo
za téchto podminek - PPV s 0,5% glukdzy, vychozi kon-
centrace inokula 0,5McFarlandu a teplota inkubace 25 °C.
Casy pulisobeni desinfekénich prostfedkd byly 1, 5, 10
a 30 min. Ucinnost byla testovana jak pfi aplikaci pfimo do
suspenze, tak pfi aplikaci na vznikly biofilm. V piipadé
testu aplikace do suspenze byl po 20 hodinové inkubaci
pridan testovany desinfekéni pripravek v objemu 150 pl
pfimo do suspenze v jednotlivych jamkach. V pfipadé testu

aplikace na biofilm byl obsah mikrotitraéni desticky po
20 hodinové inkubaci odstranén a 150 pl testovaného desin-
fekéniho prostfedku bylo aplikovano pfimo na vznikly
biofilm. V obou pripadech byla po uplynuti doby piisobeni
desinfek¢éniho prostiedku desticka standardné oSetfena
postupem popsanym vySe. Z desinfek¢nich prostfedkli byl
pouzit 50% ethanol a Merades Alco (smés ethanolu
a propanolu, MERAK, spol. s r.o., Cesk4 republika).

Pr1i testovani vlivu desinfekéniho média na vitalitu bunék
biofilmu byly desticky pfipravené za shora uvedenych pod-
minek podrobeny stejnym zpiisobem plisobeni desin-
fekéniho Cinidla pfi aplikaci do suspenze a na biofilm.
Nésledné misto barveni biofilmu bylo ov§em do jamek opét
pfidano 100 pl média PPV s 0,5% glukézy a zméfena
absorbance pii 620 nm ihned a po 22 hodinach nérGstu pri
25 °C.

Statistika

Nameéfené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny pomoci
software Statistica 8 (StatSoft, USA). Jako moZny zdroj
chyb byl uvaZzovan vliv nedostate¢ného odmyti nenavazané
krystalové violeti, ktery nasledné zvySuje absorbanci pfi
odbarveni, stejné jako vysoké hodnoty absorbance nartstu
v porovnani s ostatnimi paralelami. Jako odlehlé hodnoty
byly proto vylouc¢eny hodnoty leZici nad 75. percentilem.
Z ostatnich hodnot byl uréen median a smérodatna odchyl-
ka, jejiZ dvojnisobek urcuje interval obsahujici 95%
uvazovanych hodnot.

Vysledky a diskuse

Rast L. monocytogenes CCM 7202 v riznych médiich
v zavislosti na vychozi koncentraci inokula je zobrazen na
obr. 1 (0,5 stupné McFarlanda je priblizné rovno fedéni
5:100). Obr. 2 poté zachycuje rtst u izolatu z provozu.
Schopnost rlstu byla urcena jako rozdil absorbanci
(620 nm) suspenzi na pocatku kultivace a suspenzi po
20hodinové kultivaci. Z obrazku je ziejmé, Ze z hlediska
schopnosti riistu 1ze rozdélit média do ¢tyt skupin. Mezi
média s vysokym nértstem (AAsx=1-1,4) patii BHI, PPV

Obr. 1 Rdst L. monocytogenes CCM 7202 v riznych
médiich pfi teploté 30 °C za dobu 20 hodin.
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Obr. 2 Rdst izolatu z provozu v rdznych médiich pfi teploté
30 °C za dobu 20 hodin.
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Obr. 4 Viiv teploty na tvorbu biofilmu u primyslového
izoldtu L. monocytogenes, vychozi koncentraci
inokula 0,5 McFarlanda v PPV a v PPV s 0,05%
glukdzy za dobu 20 hodin.

Vliv teploty na tvorbu biofilmu

s 0,5 % glukézy a PPV s 0,5 % glukézy a s 5% NaCl.
Stfedni narust (AAe0=0,4-0,8) nastiava v 10krat fedéném
BHI, v PPV s 0,05 % glukézy a v PPV s 0,05 % glukézy
a 0,5% NaCl. Nejnizsi narist (AAe20=0,02-0,2) byl zjistén
v PPV, v PPV s 5% NaCl a PPV s 0,5% NaCl. Ve fyzio-
logickém roztoku Zzadnd z testovanych kultur nerostla.
Schopnost rstu v riznych médiich se u obou kment
v zasadé neliSila. Pouze u PPV s 0,5 % glukézy a s 5%
NaCl rostl Iépe pramyslovy izoldt (AAsx=1,2) oproti
sbirkovému kmenu CCM 7202 (AAsz=1). Tuto vlastnost je
mozno vysvétlit jako lep$i adaptaci primyslového izolatu
na vyssi obsah soli v médiu.

Ovérili jsme zavislost tvorby biofilmu na velikosti inoku-
la (data nejsou ukdzana), ale tento faktor mél mensi vliv
nez slozeni media. Tvorba biofilmu byla méfena pfi
pocatecni koncentraci inokula 0,5 stupné McFarlanda, kdy
byl tvofen v nejvysSs$i mife, a je zachycena na obr. 3.
Nejvyssi tvorby biofilmu (Ag20=0,043-0,046) bylo
dosazeno v PPV s 0,05% glukézy, dile v PPV bez piidavku
glukézy a v PPV s 0,5% glukézy. Pridavek 0,5% NaCl
tvorbu biofilmu mirné sniZoval. Na téchto médiich doslo
u prumyslového izolatu k dvoj aZ trojnasobnému zvySeni
tvorby biofilmu oproti sbirkovému kmeni. Naopak PPV
s ptidavkem 5% NaCl a 5% NaCl s 0,5% glukézy ziejmé
vlivem sniZené aw patfila k médiim s velmi nizkou tvorbou
biofilmu. Nejnizsi tvorba biofilmu u primyslového izolatu

Obr. 3 Tvorby biofilmu u dvou kmen( L. monocytogenes
pri teploté 30 °C, vychozi koncentrace inokula
0,5 McFarlanda za dobu 20 hodin.

byla naméfena na PPV s 0,5% glukézy a 5% NaCl, jak
ukazuje obr. 3, kde primyslovy izolat v tomto jediném pfi-
padé tvofil biofilm méné neZ sbirkovy kmen.

Testovani vlivu teploty na tvorbu biofilmu bylo provedeno
pouze s kmenem lépe tvoficim biofilm, coz byl izolat
z provozu, na dvou typech médii: PPV a PPV s 0,05%
glukézy a pocatecni koncentraci inokula 0,5 stupné
McFarlanda. Vysledky srovnani tvorby biofilmu pfi teplo-
tach 30 °C, 8 °C, 25 °C a 37 °C jsou shrnuty v obr. 4. V pfi-
padé PPV s 0,05% glukézy byla tvorba biofilmu pii 30 °C
vys$si nez pii 25 °C, u PPV bez pfidavku glukézy bylo
dosazeno podobnych vysledkid u obou teplot. Pii 37 °C byla
tvorba biofilmu piibliZzné ctyfikrat nizsi nez pfi 30 °C pro
obé média a pii 8 °C k tvorbé biofilmu takika nedochazelo.

Stejnou techniku, tj. barveni biofilmu krystalovou violeti
na mikrotitranich destickach, pouzili Borucki a kol., 2003.
Jejich vysledky potvrdily reprodukovatelnost této metody
na souboru 80 kment L. monocytogenes. Bylo prokazano,
Ze perzistentni kmeny L. monocytogenes tohoto souboru
vykazovaly vyssi tvorbu biofilmu.

Pri stanoveni vlivu dezinfekénich prostiedka bylo nejdiive
provadéno testovani schopnosti odstranit vznikly biofilm.
Doby plisobeni byly 1 min, 5 min, 10 min a 30 min. Vysledky
pro Merades Alco jsou na obr. 5, z kterého je zfejmé, Ze pfi
aplikaci do suspenze nedochdzelo k destrukci a tbytku
biofilmu, naopak dochézelo ke zvySovéni absorbance. Tento

Obr. 5 Vliv dezinfekce Merades Alco na destrukci biofilmu
v PPV s 0,5% glukdzy pfi 25 °C, vychozi
koncentrace 0,5 McFarlanda za dobu 22 hodin.

Tvorba biofilmu u L. manecytogenes v ruzmych médiich
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Tab. 1 Uginnost desinfekénich prostiedkd na vitalitu bunék biofilmu

Nariist po 22 hodinach (% A As20)
Dezinfekéni prostiedek Zpusob aplikace 1 5 10 30
Merades Alco aplikace do suspenze 100,0% 1,3% 0,4% 0,4% 0,2%
aplikace na biofilm 100,0% 0,0% 0,2% 0,1% 0,1%
50% ethanol aplikace do suspenze 100,0% 1,0% 2,4% 4,4% 2,2%
aplikace na biofilm 100,0% 0,6% 0,8% 0,5% 0,4%

jev byl zfejmé zptisoben vazbou Merades Alco na strukturu
biofilmu. V pfipadé aplikace pfimo na biofilm dochazelo
k jeho ¢asteCnému odstranéni, ale azZ po 30 minutich piso-
beni. U 50% ethanolu dochazelo k podobné situaci.

Zajimalo nés, zda biofilm oSetfeny desinfekénim
prostiedkem je vitalni. Proto jsme po obou zpiisobech
aplikace testovany prostfedek odstranili a do jamek vnesli
stejné medium, které tam bylo pfedtim. Po 22 h inkubace
pri 25 °C jsme méfili kvantitu nartstu bunék. Vysledky,
které jsou shrnuty v tab. 1., ukazuji vyS$§i Gc¢innost
pripravku Merades Alco pfed 50% ethanolem. Mira nérQ-
stu AAesxo pii neoSetfeni desinfekénim prostfedkem byla
primérné rovna 1,383. K této hodnoté byly poté pro-
centuelné vztaZeny miry narGstu AAg prfi oSetfeni jed-
notlivymi desinfekénimi prostfedky. Technika méfeni
mnozstvi biofilmu pomoci krystalové violeti, kterou jsme
pouZili, neumoZiiuje rozliSeni mrtvé a Zivé biomasy. Pouze
postupy, kde je moZno méfit vitalitu bunék naslednou kul-
tivaci, prokdzaly vysokou tucinnost pouZitych desin-
fekénich prostiedkd.

Zavér

Potvrdili jsme, Ze zvolend metoda podle Djordjevice je
vhodna pro kvantitativni hodnoceni tvorby biofilmu
u Listeria monocytogenes. Primyslovy izolat za testo-
vanych podminek tvofil biofilm Iépe. Proto byl pouzit jako
modelovy kmen pro hodnoceni i¢inku dvou desinfekénich
prostfedkil. Jako vhodnd metoda pro hodnoceni ucinku
desinfekcnich prostiedkil na odstranéni biofilmu se jevila
technika barveni biofilmu krystalovou violeti. Pro prikaz
inaktivace (devitalizace) Listeria monocytogenes v biofil-
mu je tfeba pouZit kultivaénich metod.
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VLIV OBSAHU PROTOTHECA
ZOPFII A CANDIDA LUSITANIAE
NA KVALITU SYROVEHO MLEKA
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Abstrakt

Studie z obdobi 2004-2007 shrnuje vysledky negativniho
pusobeni dvou mastitidnich patogenti kvasinky Candida
lusitaniae a tasy Prototheca zopfii na biochemické zmény
v syrovém mléce. Pfitomnost téchto patogent v mléce mize
byt disledkem probihajicich mykotickych mastitid u dojnic.
Pfidavek takového mléka k mlékarensky zpracovdvané
suroviné navzdory pasteraénimu efektu md vyznamny vliv
na zmény bilkovin, tuku, obsahu mocoviny a laktézy vzhle-
dem k enzymatické vybavé mikroorganizmd. Zejména
v koncentracich 10° - 10* citovanych pategent vznikaji vy-
znamné biochemické zmény slozeni mléka, kdy dochazi
i k negativnimu ovlivnéni jeho skladovatelnosti a techno-
logické pouzitelnosti.

Effect of Prototheca zopfii and Candida
lusitaniae level on raw milk quality

Abstract

The study from 2004-2007 of two mastitis pathogens, yeast
Candida lusitaniae and algae Prototheca zophii summarizes
the results of negative action on biochemical changes in raw
milk. The presence of these pathogens in milk can be caused
by mycotic mastitis of milk cows. The addition of such milk
to dairy treatment raw milk in spite of pasteurization effect
has significant influence on proteins, fat, urea content and lac-
tose changes. This is affected by enzymatic equipment of
microorganisms. The significant biochemical changes of milk
composition and negatively influences its shelf life and tech-
nological applicability was given especially in concentration
10° - 10* above mentioned pathogens.

Uvod

Kontrola hygienické kvality mléka je principidlné
zaloZzena na prevenci potencidlniho poSkozeni zdravi
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