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Tab. 2 Porovnani obsahu kys.mlécéné a pH v syrech prvni
den po vyrobé z jednotlivych séril

vzorek kys.mlééna pH
mg/100g
7-11 1340 5,07
7-2/1 1291 5,06
7-3/1 1343 5,05
7-4/1 1328 5,12
8-1/1 1129 5,14
8-2/1 1182 512
8-3/1 1174 512
8-4/1 1246 5,11
9-1/1 1068 5,14
9-2/1 1123 5,09
9-3/1 1097 513
9-4/1 1204 5,11
10-1/1 1141 5,12
10-2/1 1089 514
10-3/1 1143 5,15
10-4/1 1113 5,15
11-11 1047 5,18
11-2/1 1093 5,05
11-3/1 1139 5,10
11-4/1 1028 5,15

oznaceni vzorku: ¢. série-G. vyroby/stari

vyroby. Obdobného vysledku bylo dosazeno pfi aplikaci
nizké davky (0,02 g/l) nisinového pripravku Nisaplin do
mléka pred vyrobou syrt. Pouziti nisin produkénich kment
k potlaceni klostridii u nizkodohfivanych syrd je tedy
mozné za predpokladu vybéru vhodné smetanové kultury.
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Influence of sanitation solutions on yeasts
contaminating dairy plants and on their
biofilms

Abstrakt

Kvasinky patfi mezi vyznamné puvodce kaZeni
mlékarenskych vyrobkl. A pfestoze napf. v mediciné byla
jiZ jejich schopnost tvofit biofilmy, jakoZto zdroje konta-
minace, prostudovédna, v mlékarenstvi tyto poznatky dosud
chybéji. Jak ukazala detekce biofilmi na mikrotitraénich
destickach pomoci krystalové violeti, intenzita tvorby
biofilmu kvasinkami je kmenové specifickd. Schopnost
tvofit biofilm zdstdva zachovana i u kvasinek prezivsich
sanitaci, pficemz sniZeni denzity kvasinek procesem sani-
tace muZe prispét ke zpomaleni tvorby biofilmu. Jestlize
jsou sanitacni roztoky pritomny pouze ve velmi nizké kon-
centraci, mohou tvorbu biofilmu kvasinek jak stimulovat,
tak inhibovat. Na tomto efektu mohla spoluptsobit fada
faktorti. Rozdily mezi sanitacnimi roztoky byly zjistény
i z dalSich thlt pohledu. Nejsilnéjsi antimikrobidlni u¢inek
mély roztoky na bazi alkylpolyglykosidi, nejslabsi roztoky
na bazi kyselin. Pfi odstrafiovani biofilmu kvasinek byly
nejucinnéj$i roztoky na bazi hydroxidd ¢i chlornand,
nejméné ucinné roztoky na bazi kyselin. Tato studie mize
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byt odrazovym mustkem pro optimalizaci sanitanich
postupti k eliminaci nezadoucich kvasinek.

Klicova slova: biofilmy kvasinek, detekce biofilmu na
mikrotitracnich destickach, antimikrobidlni ucinek, rezis-
tence vici sanitacnim roztokim

Abstract

Yeasts are important spoilage causes in dairy products.
Although e.g. in medicine, their ability to form biofilms, as
contamination sources, was studied well, dairy industry is
missing such knowledge. As shown by biofilm staining
using crystal violet in microtiter plates, the intensity of
yeast biofilm formation is strain-specific. The ability to
form biofilms persists even in yeasts surviving sanitation
while the lowering of yeast density by sanitation can con-
tribute to the deceleration of biofilm formation. When pre-
sent in a very small concentration, sanitation solutions can
both stimulate and inhibit yeast biofilm formation. This
effect could be co-caused by various factors. Sanitation
solutions differed even from other points of view. Solutions
based on alkylpolyglycosides had the strongest antimicro-
bial effect while the solutions based on acids were the
weakest. To eliminate yeast biofilms, the most effective
solutions were based on hydroxides or hypochlorite, the
least effective ones were based on acids. This study can be
a basis for the optimization of sanitation process to elimi-
nate undesirable yeasts.

Key words: yeast biofilms, detection of biofilm on
microtiter plates, antimicrobial effect, resistance to sanita-
tion solutions

Uvod

Kvasinky patfi mezi vyznamné plvodce kaZeni
mlékarenskych vyrobkti v CR. Rizikové jsou zejména
ruzné typy syrd a fermentovanych mléénych vyrobkd.
V nich mohou kvasinky zptsobovat kvasni¢ny zapach,
bombazovani, napénéni vyrobkd, vznik drobnych ok ¢i
mohou kvasinky tvofit bilé nebo barevné kolonie na
povrchu vyrobku. Nejcastéji byly z téchto vyrobka
izolovany Debaryomyces hansenii a ruzné druhy rodu
Candida (C. lusitaniae, C. kefyr, C. lipolytica, C. para-
psilosis, C. lambicana, C. guilliermondii), a dale Yarrowia
lipolytica (Némeckova a kol., 2012). Zahrani¢ni prameny
napt. o Meyerozyma guilliermondii, Trichosporon asahii
(Garnier a kol., 2017), Trichosporon cutaneum (Corbo
a kol., 2001), Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula spp. ¢i
Pichia spp. (Westall a Filtenborg, 1998).

Jednim z moznych zdroji kontaminace mlékarenskych
vyrobkti kvasinkami jsou biofilmy, pfestoZe jsou
v mlékdrenském vyzkumu i praxi Castéji feSeny biofilmy
bakterii, zejména z celedi Enterobacteriaceae a z roda
Bacillus, Staphylococcus ¢i Listeria (Kunova, 2010). I kdyZ
je o biofilmech kvasinek v mlékarenstvi dosud zndmo
velice mélo, kvasinky schopnost tvofit biofilmy maji. To

dokladaji poznatky z jinych obort, zejména mediciny (de
Freitas a kol., 2014, Suzuki a kol., 2017, Kvasnickova,
2014).

Cilem této studie bylo otestovat schopnost riaznych
kment kvasinek izolovanych z mlékarenskych vzorku tvorit
biofilmy a odolavat pisobeni sanitacnich roztokd. Ziskané
vysledky maji nasmérovat dalsi vyzkum v této oblasti.

Material a metody

Mikroorganismy

Kmeny kvasinek pouzitych pro tuto praci jsou uvedeny
v tab. 1. Jednd se o kmeny z pracovni sbirky izolata
Vyzkumného tstavu mlékarenského s.r.o. Pokud neni uve-
deno jinak, vychozi kultura kvasinek vznikla pomnozZenim
v BHI bujonu pri 25 °C/48 h. Uz za tuto relativné kratkou
dobu doslo k pouhym okem viditelnému nartistu kvasinek.

Tab. 1 Prehled testovanych kmend kvasinek

Kmen  Druh Piivod
397 Debaryomyces hansenii farmarsky syr
M Candida parapsilosis zahu$téné mléko
8V Debaryomyces hansenii sanitacni ldzen
45 Kazachstania servazii cerstvy syr
9S Rhodotorula mucilaginosa cerstvy syr
10S Yarrowia lipolytica cerstvy syr
212 Debaryomyces hansenii farmarsky syr
v Debaryomyces hansenii sanitacni ldzen
KM1 Torulaspora delbrueckii fermentované mlgko
E13 Rhodotorula mucilaginosa cerstvé mléko
N4 Pichia guilliermondi solny nélev
N6 Debaryomyces hansenii solny nalev
112 Debaryomyces hansenii farmérsky syr
128 Yarrowia lipolytica cerstvy syr
5A Debaryomyces hansenii bily syr
N5 Debaryomyces hansenii solny ndlev
1Z Debaryomyces hansenii dohfivany syr
11§ Rhodotorula mucilaginosa cerstvy syr
9V Debaryomyces hansenii sanitacni ldzen

Sanitacni roztoky

Prehled pouzitych sanitacnich roztoki je uveden v tab. 2.
Jedna se o komerc¢né dostupné a primyslové vyuZivané
koncentraty, které byly pred pouZitim nafedény vodou.
"Standardni koncentrace" odpovida pfiblizné stfedu kon-
centra¢niho rozmezi doporu¢ovaného vyrobcem, "nizkd
koncentrace" priblizné polovicni koncentraci, nez je
nejnizsi doporucend koncentrace a "vysoka koncentrace"
priblizné dvojndsobné koncentraci, nez je nejvyssi
doporucena koncentrace.

Difuzni agarovd metoda

Jedna ockovaci klicka (objem 1 ul) testované kvasinky na
GKCH agaru byla suspendovdna v 9 ml fyziologického
roztoku (0. fedéni suspenze), z kterého bylo 1. a 2. de-
sitkové fedéni ockovéano prelivem do soft GK pudy (obdo-
ba GKCH puidy, ale bez chloramfenikolu a s polovi¢ni
davkou agaru). Po utuhnuti agaru byly vytvoreny komiirky
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Tab. 2 Prehled pouZitych sanitaénich roztokd a jejich

koncentraci
Ozna- Typ Koncentrace
ceni standard nizka vysoka
1CH peroxidy 2% 0,05 % 5%
19M+18M | peroxidy, alkdlie, 35%+1%|1%+01%[5%+3%
aminooxidy
6CH kys. fosfore¢nd 1% 0,2 % 3%
120 kyselina fosfore¢nd 1% 0,2 % 2%
a dusicna
4CH, L, 0 | kyselina dusiéna 1% 0,3 % 3%
160 kyselina amidosirova 1% 0,3% 2%
130 NaOH, KOH 2 % 0,5 % 6%
20M+17M | chlornan, hydroxidy, |1% +3,5%[{05% +1%[2% + 5%
alkylpolyglykosidy
150 polyfosfosfaty 1% 0,5% 3%
21M+17M | diamin, 1% +35%|05%+1%|2%+6%
alkylpolyglykosidy

o pruméru 7 mm, do kterych bylo davkovano po 100 pl
testovaného sanitacniho roztoku. Nasledovala inkubace
ploten pii 25 °C/3 dny a méfeni priméru inhibi¢nich zon.

Detekce biofilmu - zdkladni postup

Biofilm vytvofeny na mikrotitracnich destickach byl
detekovan vizudlné po barveni krystalovou violeti. S drob-
nymi modifikacemi je tato metoda pouzivina rdznymi
autory (Djordjevic a kol., 2002, Lim a kol., 2017). Neni-li
uvedeno jinak, vychozi kultura kvasinek nakultivovanych
za vySe uvedenych podminek byla nafedéna v poméru
3:100 sterilnim BHI bujénem. Z toho byly objemem 100 pl
naockovany 4 jamky na mikrotitracni desti¢ce, kterd byla
predem proplachnutd 70% etanolem a usuSend na vzduchu.
Desticky byly kultivovéany pfi 25 °C po dobu daného expe-
rimentu. Poté byly desticky pétkrat promyty destilovanou
vodu a nadavkovano bylo 150 ul 0,1% vodného roztoku
krystalové violeti. Barveni probihalo 45 minut, poté byly
desticky znovu pétkrat promyty destilovanou vodou.
Nasledovala vizualni detekce obarveného biofilmu - v kaz-
dé jamce pomoci Ctyfbodové stupnice (- zadny biofilm,
+ slaba tvorba biofilmu, ++ stfedni tvorba biofilmu,
+++ silna tvorba biofilmu), pfi¢emz vysledek byl vyjadien
jako soucet ziskanych "+" ve vSech ¢tyfech jamkéch.

Tvorba biofilmu kvasinkami preZiv§imi sanitaci
Stanovena byla denzita kvasinek ve vychozi kulture kul-
tivacni metodou na GKCH agaru po kultivaci pti 25 °C/3-
5 dnd. Poté byla vychozi kultura naoc¢kovana 1 % (v/v) do
sanitanich roztokd o standardni koncentraci, kde byla
inkubovana pifi 25 °C/20 min. Stanovena byla denzita
preziv§ich kvasinek a otestovana byla jejich schopnost
tvorit biofilm. Biofilm byl detekovan dle vyse uvedeného
postupu po kultivaci pii 25 °C/5 dnt v BHI bujonu.

Tvorba biofilmu v pritomnosti zbytkit sanitac¢nich
roztokii

Prace probihaly podle vySe uvedeného postupu pro
detekci biofilmu, pfi¢emz do jamek mikrotitraéni desticky
bylo davkovano 100 pl kultury nafedéné v BHI bujonu

a 10 pl testovaného sanitacniho roztoku o vysoké koncen-
traci. DosaZeno tak bylo koncentrace priblizné polovicni,
nez je nizka koncentrace dle tab. 2. Kultivace probihala pfi
25 °C/3 dny.

Eliminace biofilmii piisobenim sanitacnich roztokii

Dle vySe uvedeného postupu byl pfipraven biofilm po
kultivaci v BHI bujénu v mikrotitra¢nich desti¢kach pfti
25 °C/3 dny. Poté byl bujon z jamek vylit, nasledovalo 5 x
promyti destilovanou vodou a davkovani po 150 pul testo-
vanych sanitacnich roztokl o standardni koncentraci, které
byly vytemperovany na teplotu sanitace. Desticky byly
vloZeny do termostatu, kde sanitaéni roztoky pusobily po
uréenou dobu. Podminky sanitace byly pro roztoky 1CH,
1I9M+18M, 20M+17M a 21M+17M 20 °C/20 min., pro
ostatni roztoky 60 °C/10 min. Nésledné byly sanitacni
roztoky vylity a desticky byly 5 x promyty destilovanou
vodou. Nésledovalo barveni a detekce biofilmu dle vySe
uvedeného postupu.

Vysledky a diskuze

Schopnost kvasinek tvorit biofilmy

V tab. 3 jsou porovnany jednotlivé kvasinky z hlediska
intenzity tvorby biofilmu bez pfitomnosti stresovych fak-
torti. Vyplyva z ni, Ze intenzita tvorby biofilmu nezéavisi na
druhu, ale na konkrétnim kmeni kvasinek. Nejlépe je to
patrné na nejhojnéji zastoupeném druhu D. hansenii. Pro
dalSi praci byl vybran zizZeny soubor kvasinek zahrnujici
spiSe vice biofilmujici kmeny a zaroveni rizné druhy
kvasinek a jejich rozmanity ptvod.

Z tab. 3 je rovnéZ patrné, Ze nékteré kmeny kvasinek ros-
tly a biofilmovaly velmi rychle - uz béhem 24 h. Takto
kratka doba kultivace byla zarazena proto, aby simulovala

Tab. 3 Schopnost rdznych kmend kvasinek tvorit biofilm pfi
kultivaci v BHI bujonu pri 25 °C (stupnice 0-12)

Kvasinka Identifikace Tvorba biofilmu  Tvorba biofilmu

po kultivaci 24 h po kultivaci 5 dni

N4 P guilliermondii 0 0
N6 D. hansenii 6 8
11z D. hansenii 0 4
39z D. hansenii 1 8
43 K. servazii 9 12
10S Y. lipolytica 0 12
128 Y. lipolytica 0 9
V8 D. hansenii 0 4
5A D. hansenii 8 12
KM1 T delbrueckii 0 4
N5 D. hansenii 0 7
1z D. hansenii 0
21z D. hansenii 0 12
M1 C. parapsilosis 12 12
9S R. mucilaginosa 12 12
11S R. mucilaginosa 12 12
i D. hansenii 0 8
9V D. hansenii 0 2
E13 R. mucilaginosa 0 12
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Tab. 4 Inhibice kvasinek sanitacnimi roztoky o standardni koncentraci - Pii pouziti koncentraci sanita¢nich roz-
primér inhibiénich zon (mm) méreny véetné komiirky o praméru 7 mm  ¢oka nizsich ne’ doporu¢uje vyrobce

Roztok IM1 E13 V8 48 392 108 KM1 7V N6 21z (tab. 5) zustala zachovana tGc¢innost pouze

1CH - - - - - - 25 12 12 12 u roztoku 21M+17M, a tak se kombinace
19M +18M | - 40 18 | 2 | 28 | 15 | 27 | 17 | 17 | 2 alkylpolyglykosidi s diaminy pro inhibici
6CH - - - - 18 - 15 - - - kvasinek jevi jako G&inn&j§i neZ kombi-
120 - 30 - - - - 6 | - - nace alkylpolyglykosidii s chlornanem
4CH L0 - - - - - 9 19 1 - - - a hydroxidy. Jedinou kvasinkou, které byla
160 - - - - - - 0] - - - vyznamné inhibovdna vice typy sani-
130 - - A . R “ | " | tacnich roztok, byla T. delbrueckii KMI.
20M1ZO17M . . 82 -0 i 184 185 2 = 182 Pri pouziti koncentraci sanitanich roz-

tokti vys$Sich nez doporucuje vyrobce
(tab. 6) se dle ocekavani zvétsil pocet
ucinnych kombinaci kvasinka/roztok

21IM + 17M | 35 40 40 34 32 20 17 27 27 25

Tab. 5 Inhibice kvasinek sanitacnimi roztoky o snizené koncentraci - pramér

inhibiénich zén (mm) méreny véetné komdirky o priméru 7 mm a zvétsily se inhibicni zony. Kvasinka C.
Roztok IMi E13 V8 4S 392 10S KMi IV N6 212 parapsilosis ZM1 zustala rezistentni vuci
1CH B N ) ) B B 9 i N B vétsiné sanitacnich roztokd. Nejméné
19M + 18M | - . . . i i 12 i i i ucinny byl roztok obsahujici kyselinu ami-
6CH ) ) ) ) B B ) . ) ) dosirovou (160), popft. kyselinu fosforec-
120 B} 3 ) ) B B 1 3 3 B nou samotnou (6CH) nebo v kombinaci
4CH L0 - - - - B B 15 . ) ) s kyselinou dusi¢nou (120). Roztok
160 - B, B, - B B - - B, B s kyselinou dusi¢nou (4 CH, L, O) byl téz
130 - - - . - - 8 - - - méné Géinny v porovnani s roztoky fungu-
20M + 17M - - - - - 8 11 5 . 8 jicimi na jiném principu nez je pusobeni
150 - - - - - 8 - - - - kyselin. Jedna se o kyselé Cistici roztoky,
21IM +17M | 30 40 85 30 30 19 14 27 27 22 u kterych se nepredpoklada vyznamny dez-

infekéni ucinek.

Tab. 6 Inhibice kvasinek sanitacnimi roztoky o zvySené koncentraci - prameér
inhibi¢nich zén (mm) méreny véetné komdrky o praméru 7 mm

Tvorba biofilmu kvasinkami

| Roztok ZM1 E13 392 105 KM1 preziv§imi sanitaci
1CH ) 40 20 ) 22 10 32 18 18 20 Testovéano bylo, jak je ovlivnéna schop-
19M + 18M . 40 34 32 38 23 31 25 25 31 nost tvorby biofilmi kvasinkami, které
6CH i 15 § i 30 . 19 | i 8 prezily sanitaci. K tomu byly vyuzity sani-
120 - 30 30 - - - 22 - - - . . p .
taéni roztoky o standardni koncentraci,
4CH, L 0 - - - - - 11 37 14 14 10 P . o . . o
které na kvasinky ptsobily 20 minut pfi
160 oo R Tl 95 e, Viiv zahtevu na kvasinky piiso
130 S T T T R R B e ol Y puso-
2M+17M | 11 | 18 | 40 | 42 | 32 | 15 | 18 | 13 | 23 | 13 | oM™ rolz Oxt, . ere se ,eznebpoluzwaﬂ prt
150 ) ) 10 30 ) 9 9 8 8 9 VySS} telzl ote, z : lcz tesFovan'nle(: ’yh. b
AM+17M | 40 | 40 | 40 | 40 | 35 | 26 | 19 | 34 | 34 | 29 Vysiediy mikrobiologickychrozbor

jsou shrnuty v tab. 7. Podobné jako pri

relativné rychle se ménici podminky v nékterych

fazich technologie ml¢karenskych vyrob. Tab. 7 PreZivani kvasinek za podminek sanitace pfi 25 °C/20 min
pomoci sanitacnich roztokd standardni koncentrace (KTJ/ml)
Citlivo§t kvasinek k sanitacnim Roztok M1 E13 V8 48 397
DL . I rocitecnistay  5,0x10° 6,8x10° 1,1x10° 1,7x10° 1,4x10°
Citlivost kvasinek vc¢i antimikrobidlnimu (vjpoctem z denzity
pusobeni sanitacnich roztokli byla testovdna [ vjchozi kultufe)
pomoci difuzni agarové metody. V tab. 4 jsou | qcy 82x10° | neg/tml | neg/1ml | neg/iml | neg/1ml
uvedeny vysledky pro roztoky o standardni kon- | 19m + 18M 25x10° | neg/tml | neg/tml | 3,0x10° | neg/1 ml
centraci. NejucinnéjSi byly roztoky obsahujici | 6cH 1,6x10* | neg/1ml | neg/Aml | 30x10* | 3,0x10?
alkylpolyglykosidy (2IM + 17M, 20M + 17M), | 120 2,1x10° | neg/Aml | neg/iml | neg/1 ml | neg./1ml
popt. peroxidy (19M + 18M, 1CH). Citlivost |4CH, L0 1,0x10° neg/Tml | 1,0x10" | 40x10% | 4,0x10?
planktonickych bunék kvasinek vaéi dezin- | 160 28x10* | neg/iml | neg/iml | 1,0x10% | 1,0x10°
fekénim roztokim na bazi peroxidu ¢i tenzidu | 130 neg./1 ml 3,0x10° | neg/1ml | neg/1 ml | neg/1ml
uvadéji také Salo a Wirtanen (2005). Nejcitlivéjsi | 20M + 17M neg/1 ml | neg/tml | neg/tml | neg/1ml | neg/1ml
kvasinkou byla T. delbrueckii KMI1, naopak | 150 neg/Aml | 7,0x10° | neg/tml | neg/1ml | neg./1ml
nejvice rezistentni C. parapsilosis ZM1. 21M + 17M neg/1ml | neg/1ml | neg/tml | neg/tml | neg./1ml
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Tab. 8 Tvorba biofilmu béhem kultivace pfi 25 °C/5 dndi
v BHI bujonu kvasinkami, které preZily sanitaci
pfi 25 °C/20 min pomoci sanitaénich roztoki
standardni koncentrace (stupnice 0-12)

Roztok M1 E13 V8 45 39Z
1CH 1 0 0 0 0
19M + 18M 1 0 0 1 0
6CH 4 0 0 5 0
120 2 0 0 0 0
4CH,L, 0 9 0 2 1 1
160 8 0 0 1 8
130 0 1 0 0 0
20M + 17M 0 0 0 0 0
150 0 0 0 0 0
21M + 17M 0 0 0 0 0

pouziti difuzni agarové metody (tab. 4) i klasicky mikro-
biologicky rozbor indikuje, Ze nejvice rezistentnim kme-
nem byla C. parapsilosis ZM1 a nejméné ucinnymi roztoky
4, CH, L, O a 160. Dil¢i rozdily mezi obéma sadami
vysledkii mohly byt zplsobeny interakci aktivnich latek
sanitanich prostiedkii se slozkami Zivné pidy be€hem
difuzni agarové metody.

V tab. 8 jsou shrnuty vysledky testovéani tvorby biofilmt
po kultivaci pfi 25 °C/5 dnt kvasinkami preZivsimi sanitaci.
Za téchto podminek biofilm vznikal v niz$i intenzité nez
v pripadé kvasinek, které sanitacnim roztokim vystaveny
nebyly (tab. 3). K tomuto efektu vSak mohla prispét také
nizsi denzita kvasinek prezivsich sanitaci na pocatku péti-
denniho obdobi tvorby biofilmu.

Dulezité je zjisténi, Ze si kvasinky prezivsi sanitaci
uchovavaji schopnost tvorit biofilm.
Nicméné o vzniku biofilmu kvasinek
v redlnych podminkach rozhoduje také
frekvence provadéné sanitace a denzita

pritomnych kvasinek. Relativné rychlejsi 1CH
rast nékterych bakterii (napf. celed Uk
Enterobacteriaceae a dal§i v Uvodu 20M-+17M
zminéné) muze byt vysvétlenim, pro¢ jsou 217
na mlékarenskych provozech castéji ?gg
zachytavany biofilmy bakterii nez ACH.L O
biofilmy kvasinek. Jest&€ vSak zde je 16;0’
moznost spolecnych biofilmi bakterii 130
a kvasinek. 150

teragovaly. Pouze u roztoku 21M+17M (na bazi N-(3-ami-
nopropyl)-N-dodecylpropan-1,3-diaminu a kys. octové) lze
predpokladat kombinovanou interakci s bujonem a mikroti-
tracni desti¢kou.

Nejvice tvorbu biofilmt stimulovaly roztoky 150 (kom-
binace hydroxidt, kfemicitant, tripolyfosfati a chlornanu)
a 160 (kys. amidosirova a neionogenni tenzidy).

Mezi roztoky inhibujicimi tvorbu biofilml byly jak cis-
tici roztoky 130 (hydroxidy) a 6CH (kys. fosforecna), tak
dezinfekéni roztoky 19M+18M (peroxid vodiku, kys.
nitriltrioctova, alkylaminoxidy a dalsi latky) ¢i 20M+17M
(chlornan, alkylpolyglykosidy, hydroxidy). Inhibici tvorby
biofilmt tedy nelze pfisuzovat pouze antimikrobidlnimu
ucinku sanitacnich roztoku, ale komplexnim interakcim
v testovaném systému.

Eliminace biofilmi piisobenim sanitac¢nich roztoki

Vysledky testovani uc¢innosti sanitacnich roztokd pfi
odstraniovani biofilmi jsou shrnuty v tab. 10. Nejucinnéjsi
byly roztoky 20M+17M, 21M+17M, 130 a 150, které
odstranily biofilm 9 kmenti z 10 testovanych. Jedna se
o alkalické roztoky na bazi hydroxidi nebo hydroxida
v kombinaci s chlornany. Salo a Wirtanen (2005) ve své
praci rovnéz potvrdili Gc¢innost pény na bazi aktivniho
chloru vucéi biofilmu kvasinek, avSak pripravek obsahujici
aktivni chlor v kombinaci s persiranem dostatecné dcinny
nebyl. V nasem testovaném souboru byly nejméné ucinné
roztoky 160, 120 a 4 CH, L, O, které odstranily biofilm
pouze 2-5 kmenil. Jsou to roztoky na bazi kyselin (kys.
dusi¢na, amidosirova, citronova).

Tab. 9 Tvorba biofilmu kvasinek v BHI bujénu obsahujicim zbytky sanitacnich
roztokd (stupnice 0-12)

39Z V7 N6 V8 108 ZM1 E13 212 4§
0 4 8 4 12 8 0 0 0
0 0 0 0 8 0 0 0 0

0 0 0 8 0 0 0

12 12 12 12 12 12 12 12 12

0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 10 4 8 12 12 0 8 0
12 8 0 8 12 0 4 8 0
12 12 2 8 12 12 0 8 0
0 0 0 0 8 0 0 0 0
12 10 8 8 12 12 0 8 0

Tvorba biofilmui v pritomnosti zbytku
sanitacnich roztoku

V tomto experimentu byla sledovana 397
tvorba biofilmi v médiu bohatém na 1CH 0
ziviny (BHI bujon) v pfitomnosti sanitac- | 19M+18M 0
nich roztoku ve velmi nizké koncentraci, 20M+17M 0
které modelovalo zbytky nedostateéné | 21M+17M 0
vyplachnutého sanitacniho roztoku. 6CH 0
Vysledky jsou shrnuty v tab. 9. 120 4

Dle hodnoceni kontrolnich vzorkt lze | 4CH L 0 4
fici, ze roztoky stimulujici tvorbu biofilmt 160 4
samy o sobé s mikrotitraéni desti¢kou za 130 0
vzniku fale¥né pozitivnich vysledkii nein- 150 0

Tab. 10 Udinnost sanitadnich roztokii pfi odstrariovéni biofilmdi kvasinek
(zbytkovy biofilm, stupnice 0-12)

-
~

N6 V8 108 ZM1 E13 21z

8 4 0 0

45  Km1

o O BB B b OO O O B
o O 4~ O O o o o o o
o O o o & b b o o B>
o O - O O o o o o o
o O -4 MDD O o o o o o
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Nejsnaze byly odstranény biofilmy kment D. hansenii
N6 a 21Z, R. mucilaginosa E13 a K. servazii. Naopak
nejodolnéjsi biofilmy tvorila Y. lipolytica 10S.

Zaver

Pomoci metody barveni biofilmu krystalovou violeti na
mikrotitraénich destickdch bylo prokdzano, Ze izolaty
kvasinek z mlékarenskych vzorki mohou mit v zavislosti
na konkrétnim kmenu schopnost tvofit biofilmy. Jak plank-
tonické buiiky kvasinek, tak buiiky biofilmu, jsou riznym
zpusobem a rtiznou mérou ovliviiovany pouzivanymi sani-
tacnimi roztoky. V zavislosti na typu aktivni latky mohou
mit nékteré roztoky silny antimikrobidlni ucinek, jiné
mohou uéinné odstraiovat jiz vytvoreny biofilm a jiné
mohou inhibovat jeho tvorbu, pficemz zZadny z testovanych
roztoku nepatfil k nejlepsSim ve vSech téchto oblastech.
Vyzkum tvorby biofilmii a i¢innosti sanitacnich roztoku se
ukdzal jako zajimavé a komplexni téma a bude i nadale
pokracovat.
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isolates Pseudomonas spp.

Abstrakt

Tato préace se zabyvala problematikou identifikace a cha-
rakterizace 10 nezndmych potravinafskych pramyslovych
izolath Pseudomonas spp., véetné tfech sbirkovych kmenit
Pseudomonas spp. Testované kmeny pseudomonad byly
spolehlivé identifikovany na turoveni druhu za pomoci
chemotaxonomické metody MALDI-TOF MS s krokem
extrakce a molekularné-biologické metody sekvenovani
genu pro 16S rRNA. Z kolekce 10 izolatt doslo pfi srovnani
za pomoci obou pouZitych metod k identifikacni shodé
u 8 z nich. U testovanych pseudomonad byly po identifika-
ci zjiStovany nasledujici charakteristiky: makroskopie
a mikroskopice; riistova aktivita v Trypton-séjovém bujonu
/ agaru; tolerance k riznym kultivaénim teplotdm (4 °C
a 30 °C), k raiznym hodnotam pH kultiva¢niho média (4,0;
5,0 a 7,0), k raiznym koncentracim NaCl v kultivanim
médiu (0 a 8 %); resistence k vybranym antibiotikim
(gentamicinu, 10 pg; ciprofloxacinu, 5 pg; colistinu, 10 pg;
cefotaximu, 30 pg; meropenemu, 10 pg). Ziskané vysledky
mohou byt vyuZity v potravinarském pramyslu, zejména
mlékarenském, pii cileném zajiStovani zdravotni bez-
pecnosti a jakosti surovin a findlnich vyrobkd s vyuZitim
modernich identifikacnich metod, vcetné fenotypovych
charakteriza¢nich metod z oblasti klasické mikrobiologie.
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