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Ideovy navrh provozniho zarizeni pro vyrobu sterilo-
vaného vyrobku na bazi mléénych slozek se zvySenym
obsahem syrovatkovych bilkovin:

- Ultrafiltra¢ni zafizeni,

- deskovy ohfiva¢ a chladi¢, tank na vmichani pras-
kovych ingredienci do tekutého podilu s michadlem
(min. 100 ot/min) a mozZnosti cirkulace nebo nasypka
do potrubi s cirkulaci smési pres vyrovnavaci tank,

- zasobni tanky s michadlem,

- deskovy vymeénik na ohfev a chlazeni,

- homogenizator pistovy, 2 stupnovy, tlak az 20 MPa,

- plni¢ka do obali vhodnych pro SarZovou sterilaci,

- uzaviracka,

- Sarzovy sterilizator s moZnosti rotace obalu, s regulaci
teploty a s chlazenim.

Ideovy navrh technologického postupu vyrobu sterilo-
vaného vyrobku na bazi mlécnych slozek se zvySenym
obsahem syrovatkovych bilkovin:

Pasterace odtu¢néného mléka > Ultrafiltrace odtuc-
néného mléka > Diafiltrace retentatu > Chlazeni na 4-6°C
> Skladovéni v tanku > Ohrev smési pro rozpusténi slozek
> Vmichani praskovitych slozek > Ohfev na 60-70°C
a homogenizace 2 st., 20 MPa > Chlazeni na 8-10°C
a pridavek vitamini a minerdlnich latek > Skladovéni
pred plnénim do obali a uzavieni > SarZova sterilace
118-120°C/18-20 min > Chlazeni na 25-30°C > Etike-
tovani a znaceni > Skladovani do 25°C.

Zaver

Cilem prace bylo navrhnout trvanlivy mlécny népoj
obohaceny o funkéni sloZku - syrovétkové bilkoviny. Na
zékladé meéreni Casu koagulace v olejové lazni byl
v pokusech s diafiltritem s pfidanymi syrovatkovymi
bilkovinami zjiStén vhodny maximalni obsah 8,6 %
celkovych bilkovin, z toho 4,6 % syrovéatkovych, u DF
s pfidanym kaseinatem je tento limit 9,8 % celkovych
bilkovin stabilnich i pfi sterilaci 117°C s vydrzi 18 min.
Meéfeni termostability u bazi stabilizovanych fosfaty
a/nebo citraty ukéazalo, Ze fosfaty 1ze z 50 % nahradit pfi
zachovani tepelné stability. U bazi fortifikovanych
z duvodu nutricnich doslo ke snizeni termostability
v dasledku zvySeni suSiny. Pro navrh vyrobku byl zvolen
kompromis mezi obsahem syrovatkovych bilkovin a vhod-
nou provozni termostabilitou.

Navrhovany vyrobek je na bézi tekutého diafiltratu obo-
haceného koncentratem syrovatkovych bilkovin, kaseina-
tem sodnym, mlécnym a rostlinnym tukem, maltodextriny
a dal$imi slozkami potfebnymi pro vyuZiti napoje jako kom-
plexni funkéni potraviny, tj, vitaminy a mineralnimi latka-
mi. Vyrobek je stabilizovdn smési fosfore¢nanu a citranu ve
vahovém poméru 1:1 a v mnozstvi 0,65 g/kg produktu.

Sterilovany ndpoj na bazi mléénych slozek pro zvlastni
Iékarské tucely obsahuje celkem 6 % bilkovin, podil
syrovatkovych ¢ini 30 %. Podil rostlinného tuku je 63 %.
Vyrobek obsahuje méné nez 0,8 % laktézy. Napoj byl hod-

nocen po 6 mésicich skladovani smyslové a mikrobiolo-
gicky. Napoj byl chutové i konzistencné stabilni a udrzel si
po celou dobu skladovani sterilitu.

Tato prace vznikla diky finanéni podpofe projektu
QI101B090 Nérodni agenturou pro zemédélsky vyzkum.
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Lahoratory evaluation of the effectiveness
of natural udder postdip

Abstrakt

Cilem préce je laboratorni stanoveni i¢innosti pfirodniho
pripravku pro postdipping pomoci vhodné metodiky -
urCeni z6én inhibice a urceni schopnosti inhibice ristu
vybranych bakteridlnich kmeni.

Testovany pripravek vykazuje antimikrobidlni aktivitu
v obou typech laboratornich experimenti. Praimérnd zéna
inhibice ¢inila v pokusu 9,667 mm. Vysledky také ukazuji
vys§i antibakteridlni ucinek pfipravku pii pfimé aplikaci na
bakteridlni kolonie.

Pripravek inhibuje ristové schopnosti vSech vybranych bak-
teridlnich kmenu v zdvislosti na jeho koncentraci v kultiva¢nim
médiu. Koncentrace 500 pl/ml pripravku ApiBalm Dip efek-
tivné inhibuje rist v§ech zkoumanych bakteridlnich kment.

Laboratorni metodika navrzend v praci byla experimentalné
oveéfena a je ji mozno vyuZzit pro zakladni testovani d¢innosti
podobnych piipravki pred provoznim oveéfenim G¢innosti.
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Abstract

The aim of paper is to evaluate effectiveness and usabi-
lity of natural postdip with usage of proper laboratory
methods. Measurement of zones of inhibition and growth
inhibition abilities of dip were evaluated within 5 selected
bacterial mastitis pathogens.

Dip showed antibacterial activity in both of experiments.
Average zone of inhibition equals 9.667 mm overall all of
pathogens. When dip is applied directly on the surface of
colonies, inhibition effect grows.

Dip effectively inhibits growing abilities of all of selec-
ted pathogens from concentration of 500 pul/ml.

Methods used were tested experimentally and can be
recommended for usage as a basic methods before on-farm
testing of similar products.

Uvod

Dezinfekce strukti skotu po dojeni je duleZitou soucasti
standardnich preventivnich postupt proti mastitidé dojnic.
Dutlezity je dezinfekéni ucinek proti kontaktnim patoge-
num jako jsou napt. Staphylococcus aureus a Streptococcus
agalactiae. Jakkoli je ucinek proti environmentalnim pato-
genum jako napt. Escherichia coli sporny, je dezinfekce
struki po dojeni efektivnim manazerskym postupem ve
vétsing stad. Prechod ze stani na sucho do obdobi laktace je
vysoce rizikovym obdobim pro dojnice z hlediska mastitid,
pricemz nejvétsi nebezpeCi pradstavuji environmentdlni
bakterie. Jalovice byvaji pfevazné infikovany koaguldzo
negativnimi stafylokoky, pfi¢emz koliformni bakterie zpu-
sobuji infekci predevsim u dojnic v dalSich laktacich (5).

V soucasné dobé prevladaji tzv. "environmentdlni" mas-
titidy dojnic, vyvolané bakteridlnimi patogeny lehce
prezivajicimi v prostiedi prvovyroby. Nejvyznamnéjsi
zménou v epizootologii mastitid dojnic v poslednim obdobi
je vyrazny narust vyskytu mastitid vyvolanych predevsim
jinymi streptokoky, jako napf. Streptococcus agalactiae.
Nejcasteji se uvadi vyskyt bakterii Streptococcus uberis
a Escherichia coli. Streptococcus uberis je puvodcem mas-
titid predevsim ve velkych stidech dojnic. K masovému
rozsifeni S. uberis pfispéla i jeho schopnost ziskavat odol-
nost vici ucinku antibiotik a nékterych dezinfekénich
pripravku. Etiologii environmentdlnich mastitid dopliuji
i bakterie Staphylococcus spp. a Serratia spp. V poslednich
letech byl mezi patogennimi pivodci mastitid zaznamenan
pokles vyskytu Staphylococcus aureus (z 30 na 10 %),
nartst vyskytu Streptococcus agalactiae (z 15 na 20 %),
Streptococcus uberis (z 9 na 16 %), Escherichia coli (z 15,5
na 28 %), a pomérné stabilni 8% vyskyt Eneterococcus
spp- (6, 7, 8, 9).

Utelem postdippingu struki vemena bezprostfedn& po
dojeni je zneskodnéni kontaktnich, mastitidu zptisobujicich
patogennich mikroorganismi, které mohou infikovat
povrch struku, véetné otvefeného strukového kanalku. Pro
nejlepsi mozny efekt je dulezité aplikovat postdipping
bezprostredné po sejmuti dojiciho zafizeni, drive, nezZ se

strukovy kandlek zacne uzavirat, a pro redukci Casu
umoznujictho rozmnozeni bakterii. Do ptipravki pro post-
dipping se pouziva napt. nasledujicich chemikdlii (jodofory,
chlorhexidin, hypochloridy, kvarterni amoniové baze, dode-
cyl benzenové derivaty a barierové latky, které z gelovitych
substanci prechazi na plastifikované povlaky). Pii pouZziti
téchto pripravkll vznika pfi nespravné manipulaci urcité
riziko priniku rezidui pouzitych chemikalii do mléka.
Ekologicky a z hlediska bezpecnosti potravin jsou proto
vhodnéjsi pripravky na bazi prirodnich slozek (2, 3, 4).
Vybér dezinfekéniho prostfedku by mél byt zaloZen na
prokéazané ucinnosti, kterd je vyzadovana i pro registraci
pripravku na veterinarni pouziti (1). Cilem prace je labora-
torni stanoveni ucinnosti prirodniho pfipravku pro postdip-
ping a vytvoreni vhodné metodiky, kterd v laboratornich
podminkéch simuluje interakce prostiedi pfi realné aplikaci.

Cil prace

FarmGuard ApiBalm Dip® je piipravek na pfirodni bazi,
ktery je uren pro provadéni tzv. postdippingu u dojicich
krav. Vyrobce uvadi, Ze pfipravek pomaha oSetfeni vemene
po dojeni a vytvari na strucich vemene antibakterilni film.
Cilem tohoto pokusu je ovefit antimikrobidlni dc¢inek pop-
saného pfipravku a vytvoreni vhodné laboratorni metodiky
pro tento ucel. Bylo vyuzito raznych koncentraci prostred-
ku v médiu - zivné pudé a ovéfeni moznosti rastu 5 masti-
tidnich bakteridlnich kment v tomto médiu. Dale byly
u péti bakteridlnich kment urceny z6ny inhibice zpisobené
prostfedkem ApiBalm Dip®. Experiment tak ovéfuje
antibakteridlni bariérovy efekt v prfipadé povrchu
osetieného prostredkem v infekénim prostredi, stejné jako
jeho inhibi¢ni efekt na ristové schopnosti 5 vybranych
mastitidnich bakteridlnich kmeni.

Material a metody

FarmGuard ApiBalm Dip® 11 - SarZe & 10546, doba
expirace: 12/12.

Bakterialni kmeny - ¢isté kultury - Ceska sbirka mikroor-
ganismi (CMM, http://www.sci.muni.cz). Byly pouzity
nasledujici bakteridlni kultury s koncentraci bakterii v roz-
toku 108/1 ml:

Enterococcus faecalis CCM4224,

Streptococcus agalactiae CCM6187,

Serratia marcescens CCM303,

Staphylococcus aureus CCM3953,

Escherichia coli CCM3954.

Pro tucely kultivace byl pouzit: krevni agar, Mueller-
Hinton agar jako médium pro roztok pfipravku s adici bak-
terii. Standardni mikrotitracni desticka s terc¢iky o rozméru
12 x 8. 7mm k urceni z6n inhibice. Experiment probihal
s vyuzitim bézného vybaveni mikrobiologické laboratore.
Cas/teplota kultivace: 20 h/37 °C.

Za ucelem urceni rustovych schopnosti bakteridlnich
kmen pfi pfitomnosti riznych koncentraci ApiBalm Dip®
byl navrZen nasledujici design desticky:
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Sloupce

1. Enterococcus faecalis, 2. Streptococcus agalactiae,
3. Serratia marcescens, 4. Staphylococcus aureus,
5. Escherichia coli, 6. prazdna pozice, 7. kontrolni vzorek
- bez bakterii, 8. Enterococcus faecalis, 9. Streptococcus
agalactiae, 10. Serratia marcescens, 11. Staphylococcus
aureus, 12. Escherichia coli.

Radky

Riizné koncentrace piipravku ApiBalm Dip®:
. ApiBalm Dip 100 ul:100 ul HM broth = 500 ul/ml,
. ApiBalm Dip10 pl:190 pul HM broth = 50 pl/ml,
. ApiBalm Dip 1 ul:200 pul HM broth = 5 pl/ml,
. ApiBalm Dip 0,1 pl:200 ul HM broth = 0.5 pl/ml,
. ApiBalm Dip 0,01 pl:200 pwl HM broth = 0.05 pl/ml,
. ApiBalm Dip 0,001 ul:200 ul HM broth = 0.005 pl/ml,
. kontrola - bez adice ApiBalm Dip - 200 ul HM broth,
. prazdna pozice.

0NN AW —

Z popsané mikrotitracni desticky byly nasledné provede-

ny dva typy kultivace:

- ureni zony inhibice (vzorky ze sloupcu 1-4, 7. fadek
byly kultivovany na Petriho miskach s krevnim agarem
a 7 mm ter¢iky s nanesenymi 10, 15 a 30 ul pripravku
ApiBalm Dip. Miska dale obsahovala kontrolni tercik
s pfimou adici ApiBalm Dip ve formé 2 kapek 15 ul
umisténych mimo terc¢iky. Misky byly kultivovany
podle popsanych podminek. Tato Cast experimentu
popisuje interakci povrchu oSetfeného pomoci
pfipravku s infekénim prostfedim bakteridlni povahy.

- stanoveni CPM po kultivaci vzorkd s riznymi koncen-
tracemi pripravku v roztoku HM agaru a bakterialnich
kment - fadky 1-4 pro vSechny vybrané kmeny. Tato ¢ast
experimentu je zaméfena prfimo na antibakterialni schop-
nosti pfipravku a efektu jeho koncentrace na schopnost
inhibice rstu vybranych kmenti mastitidnich bakterii.
Vsechny vzorky byly kultivovany na agarovych miskach
pro vSechny zvolené koncentrace a kmeny bakterii.

Vysledky a diskuze

Stanoveni zon inhibice

Obecné Ize fici, Ze primér zon inhibice je pfimo Umérny
mnozstvi pripravku aplikovaného na tercik. Nejlepsiho
vysledku bylo dosaZenou pro mnozstvi 15 pl piipravku
u kmene Staphylococcus aureus CCM3953 (15 mm) (Obr. 2)
a kmene Streptococcus agalactiae CCM6187 (12 mm).

Tab. 1 Vysledky stanoveni zon inhibice pro rizna mnoZstvi

pfipravku ApiBalm Dip
Zona inhibice (mm, 7mm teréik)
MnoZstvi Bakterialni kmen
ApiBalm Dip 1
10l 8 7 8 9 8
15 ul 9 7 10 15 10
30 ul

0 12 10 11 11
1

15 pl bez terCiku 8 15 22 18

Tab. 2 Poéet CPM po kultivaci roztokil HM agaru a bakterif
s riznymi koncentracemi ApiBalm Dip.
****%% _ maximalni pocet CPM

CPM po kultivaci roztokii HM agaru, hakterialnich kmeni
a ruznych koncentraci ApiBalm Dip.

Koncentrace Bakterialni kmen
ApiBalm Dip

500 py/ml } } = * *
50 u'|/m| * * *kk * *kk
5 H|/m| *% *% *hkkk *kk | kkkkk
05 Hl/ml *kkkk ** *kkkk *kkk *kkkk

@ N Ot A W N =

Obr. 1 Design pokusu - mikrotitracni desticka.

Primérna zona inhibice pro riznd mnozstvi pfipravku byla
11,667 mm pro Staphylococcus aureus CCM3953, 9,667 mm
pro Escherichia coli CCM3954 (Obr. 3), 9,333 mm pro
Serratia marcescens CCM303, 9,000 mm pro Enterococcus
faecalis CCM4224, 8,667 mm pro Streptococcus agalactiae
CCM6187. Kapky pripravku umisténé piimo do kultivacniho
média vykazuji vyssi schopnost inhibice rastu bakterii (vetsi
zOny inhibice) neZ stejnd mnoZzstvi umisténa na terciky.

Stanoveni CPM

Roztoky o riznych koncentracich pripravku v roztoku HM
agaru a bakteridlnich kment byly kultivovany na miskach
s krevnim agarem po dobu 20 hodin a teploté 37 °C. Obrazky
3 -7 ukazuji vysledky kultivace, tabulka 2 shrnuje vysledky
stanoveni CPM pro vSechny provedené kultivace.

Z vysledkli uvedenych v tabulce 2 je zfejmé, Ze rizné
koncentrace ApiBalm Dip ovliviiuji rstové schopnosti
vybranych bakteridlnich kment. Nejlepsich vysledkt bylo
dosazeno u Enterococcus faecalis CCM4224 a Strepto-
coccus agalactiae CCM6187, kde byl CPM po kultivaci
pod hranici detekce ve vzorku s 500 pl/ ml koncentraci
ApiBalm Dip. Zvlasté je patrny vliv koncentrace pripravku
pro inhibici rGstu u Enterococcus faecalis CCM4224,
ApiBalm Dip v zévislosti na koncentraci v roztoku reduko-
val CPM z tirovné ***** pod troven detekce. Rust kmene
Streptococcus agalactiae CCM6187 byl inhibovan na
uroven ** jiz od koncentrace 0.5 pl/ml. Enterococcus fae-
calis CCM4224 byl inhibovén na stejné drovni od koncen-
trace 5 ul/ml. Serratia marcescens CCM303 prokazal
nejvyssi rezistenci pro ucinek ApiBalm Dip - z trovné
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Obr. 2, 3 Vsledky uréeni zon inhibice pro Staphylococcus
aureus (CCM3953), Escherichia coli (CCM3954).

*Hh*EF pa droven ** v zavislosti na koncentraci pfipravku
v roztoku. Rustové schopnosti Staphylococcus aureus
CCM3953 a Escherichia coli CCM3954 byly inhibovany
na droven *** od koncentrace 50 pl/ml resp. 500 pl/ml.

Zaver

Ptipravek ApiBalm Dip vykazuje antimikrobialni aktivi-
tu v obou typech laboratornich experimentii popsanych
v praci. MnoZzstvi aplikovaného pfipravku md vliv na
velikost z6n inhibice u 5 vybranych kment mastitidnich
bakterii. Primérnd z6na inhibice uréené pomoci terc¢ikové
metody Cinila v pokusu 9,667 mm. Vysledky také ukazuji
vyssi antibakteridlni dcinek pfipravku pfi pfimé aplikaci na
bakterialni kolonie. Byl tedy prokdzan jak bariérovy efekt
pripravku, tak pfima antimikrobidlni aktivita.

ApiBalm Dip inhibuje rdstové schopnosti vSech
vybranych bakteridlnich kment v zavislosti na jeho
koncentraci v kultivaénim médiu s bakteriemi. Vysledky pro
riizné koncentrace zavisi na typu jednotlivych bakterialnich
kment, ale na zékladé vysledkt je mozno tvrdit, Ze koncen-
trace 500 pl/ml pripravku ApiBalm Dip efektivné inhibuje
rust vSech zkoumanych bakterialnich kmenti.

Laboratorni metodika navrZena v praci byla experimen-
talné overena a je ji mozno vyuzit pro zakladni testovani
ucinnosti podobnych pfipravkd pied provoznim ovérenim
ucinnosti. Vyrazné tak muze redukovat predevsim naklady
pri vyvoji pripravka urcenych k desinfekci vemene. Dalsi
prace bude metodicky zaméfena na provedeni provozniho
stanoveni Gc¢innosti ve vztahu k ziskanym vysledkim, které
umozni urcit, do jaké miry jsou laboratorné ziskané vysled-
ky vhodné k zobecnéni v praktické aplikaci.

Clének vznikl s podporou projekti MV0/VG20102015023
a MZE/QJ1210301.
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Obr. 4-8 Vlysledky stanoveni CPM po kultivaci s riznymi koncentracemi ApiBalm Dip. Enterococcus faecalis CCM4224
(Obr. 4), Streptococcus agalactiae CCM6187 (Obr. 5), Serratia marcescens CCM303 (Obr. 6), Staphylococcus
aureus CCM3953 (Obr. 7), Escherichia coli CCM3954 (Obr. 8).
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