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Development of method for the efficiency
testing of sanitation solutions against biofilms

Souhrn

Vybér ufinnych sanitacnich roztoka je jednim z na-
stroji eliminace technologicky ¢i zdravotné rizikovych
mikroorganismii a jejich biofilmi z mlékarenskych
provozl. Dostupnd jsou data o ucinnosti jednoduchych
roztokl obsahujicich nejbézné€ji pouzivané aktivni lat-
ky. Redlné sanitacni roztoky vSak casto obsahuji také
pridavek povrchové aktivnich litek, které pii detekci
a kvantifikaci biofilmu mohou poskytovat faleSné pozi-
tivni vysledky. Proto byla navrZzena odpovidajici me-
toda. Principem metody je formovani a kvantifikace
biofilmu na nerezovych nebo sklenénych desti¢kéach,
které jsou nasledné podrobeny pusobeni sanitacnich
roztokll a zbytky biofilmu jsou poté setieny a kultivacnim
rozborem kvantifikovany. Jednotlivé kroky byly optima-
lizovany. S ohledem na opakovatelnost metody a varia-
bilitu mikroorganismt byla také navrzena Kkritéria pro
interpretaci dat.

Klicova slova: detekce a kvantifikace biofilmu; mo-
delovani sanitacnich rezimu; uc¢innost sanitacnich roz-
toku; stér

Summary

The selection of efficient sanitation solutions is a tool
for the elimination of technologically or health hazardous
microorganisms and their biofilms from dairy processing.
Data on the efficiency of simple solutions containing the
most common active substances are available. However,
real sanitation solutions often contain the addition of
surfactants that can cause false positive results on bio-
film detection and quantification. Therefore, a suitable
method was developed. Its principle is to form and quan-
tify biofilm on stainless steel or glass plates, to subject
the plates to the action of sanitation solutions, to swab
the remaining biofilm and to quantify it using cultivation
methods. Particular steps were optimized. Regarding
the repeatability of method and the variability of micro-
organisms, criteria for the interpretation of results were
suggested as well.

Keywords: detection and quantification of biofilms;
modelling of sanitation regimes; efficiency of sanitation
solutions; swab

Uvod

MIéko, resp. meziprodukty a produkty z mléka jsou
zdrojem celé fady zivin. To s sebou pfi jeho zpracovani,
a zejména pri procesech probihajicich za zvysené teploty,
prinési také zvysSené riziko tvorby usazenin na povrsich
technologickych zafizeni a pomtcek. Problém v tomto
ohledu predstavuji jak mineralni latky (tzv. mlécny ka-
men), tak latky organické — bilkoviny, tuky i cukry
(vazané v produktech Maillardovo reakci) (Guerrero-
Navarro a kol., 2020). Vyznamné jsou zejména dena-
turované frakce bilkovin s niz$i termostabilitou (Hanus
a kol., 2017). Takto vzniklé usazeniny se ndsledné¢ mo-
hou stat podkladem, na kterém se kontaminujici mikro-
organismy snadno uchycuji a vytvareji biofilmy (Kunova
a kol., 2009). Biofilmy jsou v soucasnosti povazovany
za hlavni zdroj mikrobialni kontaminace v mlékérenstvi.
Dostateéné ucinnd sanitace mlékarenskych pomiicek
a zafizeni proto patfi mezi zdkladni predpoklady pro
zajisténi vyroby kvalitnich, mikrobiologicky bezpecnych
a senzoricky vyhovujicich mlécnych vyrobka (Flint
a kol., 2020).

Posuzovani uc¢innosti pouzivanych sanitacnich rozto-
kt a rezimil sanitace v provoznich podminkach spociva
v pravidelné kontrole Cistoty technologickych zatfizeni
a pomicek po sanitaci a stanoveni hygienickych indik4-
torl v meziproduktech a findlnich vyrobcich (Kunova
a kol., 2011). Vzorkovani pfimo na provoze sice umoz-
nuje odhalit existenci piipadného problému, avSak
neumoziiuje z nabizenych mozZnosti vybrat optimalni
feSeni. Potieba je k tomu provést in vitro experimenty.

Vysledky testovani ucinnosti zdkladnich roztoku
obsahujicich nejbéZné€ji pouZzivané aktivni latky jsou
v literatufe dostupné (napt. Bremer a kol., 2006, de Silva
Fernandes a kol., 2017, Belessi a kol., 2011). To ale neref-
lektuje redlnou situaci na provozech. Sanitacni roztoky
se totiz Casto obohacuji o povrchové aktivni latky mj. se
smacecim, antiredepozi¢nim, pénotvornym nebo anti-
mikrobidlnim d¢inkem. Povrchové aktivni latky obecné
maji schopnost hromadit se na fazovych rozhranich.
Pokud se nahromadi na modelové sanitovanych povrsich,
mohou pfi detekcei a kvantifikaci biofilmu nékterymi me-
todami (zejména s vyuZzitim riznych barvicich cinidel)
zpusobovat falesné pozitivni vysledky (Némeckova
a kol., 2017).

Byla proto navrZzena metoda pro testovani ucinnosti
sanitacnich roztok proti biofilmiim, kterd by umozinovala
pracovat i s roztoky, které povrchové aktivni latky ob-
sahuji. Cilem prace je na vybranych datech tuto metodu
prezentovat.

Material a metody

Mikroorganismy

Pfi praci byly pouzity bakteridlni kmeny, které byly
v minulosti izolovany ve VUM z mlékérenskych vzorkii.
Pro experimenty byly kmeny oZiveny v BHI bujénu kul-
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tivaci pfi vhodné teploté (25, 30 nebo 37 °C) po dobu
24-48 h. Pro interpretaci vysledka kvantifikace mnozstvi
biofilmu méfenim optické denzity bylo pouzito celkem
108 kment nalezejicich k rodim Pseudomonas, Acine-
tobacter, Escherichia, Serratia, Kocuria, Staphylococ-
cus, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Bacil-
lus a dal§Sim. Kmeny pouZité i v dalSich niZe popsanych
experimentech jsou specifikovany v tab. 1.

Tab. 1 Piehled kment uvedenych v této praci

Oznaceni Druh Pouzita Tvorba

kmene mikro- teplota biofilmu
organismu kultivace (°C)

S24-AB-1B | Acinetobacter | syrové 30 silna
schindleri mléko

70-LA Escherichia Syrové 37 stredni
coli mléko

72-LA Escherichia Syroveé 37 slaba
coli miéko

185-LA Neisseria Syrové 37 nedeteko-
subflava mléko vana

S91-AB-F Bacillus sanitacni 30 silnd
licheniformis roztok

S708-CHR-2 | Aeromonas voda 30 stredni
bestiarum

Sanitacni roztoky

Sanitacni roztoky pouzité v niZe popsanych expe-
rimentech jsou specifikovany v tab. 2. Roztok B byl
pouzit ve formé pény vytvorené pomoci elektrického
Slehace.

Tab. 2 Prehled sanitacnich roztok( uvedenych v této praci

Oznaceni  SloZeni koncentratu Pouzitdi  Teplota Doba
roztoku  (dle ddaji vyrobce) koncentrace piisobeni pisobeni
(% obj.) (°C) (min)
A NaOH 49 % 2 65 15
B Kys. fosfore¢na 3 20 15
30-50 %, alkylaminoxidy
1-2,5 %
C N-(3-aminopropyl)-N- 3 20 15
dodecylpropan-

1,3-diamin 1-2,5 %,

N- (2-ethylhexyl)-isonan-
1-amid 0,25-0,5 %, etanol
0,1-0,25 %

Mikrobiologicky rozbor

Denzita testovanych kment v kultivaénich médiich
i ve stérech byla stanovena jako celkovy pocet mikro-
organismt podle CSN EN ISO 4833-1 (2014).

Detekce a kvantifikace biofilmu na mikrotitracnich
destickdch

Biofilmy byly na mikrotitracnich destickach nakultivo-
vany v BHI bujonu pti vhodné teploté (25, 30 nebo 37 °C)
po zvolenou dobu 3 dny a vizualizovany barvenim krys-
talovou violeti podle postupu, ktery publikovali Djord-
jevic a kol. (2002). Od kazdého vzorku byly pfipraveny
Ctyri paralelni jamky, pficemz biofilm byl kvantifikovan
modifikovanymi postupy jako:

e soucet hodnot pfifazenych jednotlivym jamkdm na
zékladé vizudlniho hodnoceni intenzity fialového
zbarveni jamek po nabarveni biofilmu a vypléach-
nuti prebytku krystalové violeti vodou (0 biofilm se
netvori, 1 slaba tvorba biofilmu, 2 stfedni tvorba bio-
filmu, 3 silna tvorba biofilmu, 4 extrémné€ silna tvorba
biofilmu) (Némeckova a kol., 2017),

e primérnd absorbance pfi 560 nm po odecteni ab-
sorbance kontroly (nezaockovany BHI bujon), jak
bylo naméfeno v jamkich s etanolem, ve kterém
byla rozpusténa cast krystalové violeti uvolnéné z
obarveného biofilmu (Djordjevic a kol. (2002) méfili
pfi 595 nm, avSak vlnova délka 560 nm byla zvole-
na, protoZe pii ni naméfend absorbance byla Castéji
v pozadovaném rozmezi pod 1,00).

Kvantifikace a sanitace bunék biofilmu na
nerezovych destickdch nebo podloZnich sklickdch

Ptipraveny byly GL lahve se Sroubovacim uzivérem

o objemu 250 ml, do kterych byly vloZeny testované
desticky vysterilované pii 180 °C/2 h. Jednalo se o hlad-
ké nerezové desticky o rozmérech 110 x 25 x 1 mm nebo
sklenénd podlozni sklicka o rozmérech 76,2 x 25,4 x
1 mm. Nerezové desticky byly zhotoveny na zakazku
(MILCOM a.s., zavod servisnich sluzeb, Dvur Kralové),
jejich rozmér byl zvolen s ohledem na snadnou manipu-
laci béhem experimentu. V lahvich s destickami bylo vy-
sterilovano po 200 ml testovaného média:

* nezahus$téna sladka syrovatka (upraveno pH na hod-
notu 4,4 + 0,2, poté sterilace pti 110 °C/20 min, asep-
tické odstfedéni vysrazenych bilkovin 15 min. pri
6000 ot./min.), 100% anebo naredéna sterilni destilo-
vanou vodou v poméru 1:1,

e susené odstfedéné mléko obnovené na koncen-
traci 0,1; 0,5; 5,0 nebo 10,0 g/100 ml (sterilace pri
110 °C/20 min),

* BHI bujon (sterilace pfi 121 °C/20 min).

Meédia s vloZzenymi destickami byla v potfebném poctu
lahvi naockovana 1 % obj. Cerstvé pfipravenych kultur
testovanych kment v BHI bujonu a stanovena byla poca-
tecni denzita mikroorganisma v médiich. Kultivace pro-
bihala po dobu 3 dn, a to bud na tfepacce (130 ot./min.)
pri laboratorni teploté, anebo staticky v termostatu
nastaveném na vhodnou teplotu (viz tab. 1). Poté byla
stanovena denzita v médiich po kultivaci a desticky
byly sterilni pinzetou vyjmuty, umistény do kadinek
a oplachnuty z kazdé strany 25 ml sterilni destilované
vody. Oplachnuté desticky s biofilmem byly opatrné od-
kladany do stojanku na podlozni sklicka, pticemz k ma-
nipulaci s nerezovymi destickami byla vyuzita jejich
okrajova plocha presahujici vysku stojanku odpovidajici
vySce podloznich sklicek. Kvantifikovano bylo mnoZzstvi
vytvoreného biofilmu, a to t€émito postupy:

* Stojanek s destickami byl naplnén 0,1% roztokem

krystalové violeti, barveni trvalo 45 minut. Pak bylo
barvivo slito a desticky byly v kadince pétkrat pro-
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myty 10 ml destilované vody a ponechény volngé  Tab. 3 Kritéria navrZend pro interpretaci vysledk( kvantifikace

oschnout. Krystalova violet z obarvenych biofilmii mnoZstvi biofilmu na mikrotitracnich destickach
byla postupné rozpusténa v 10 ml 95% etanolu. Intenzita tvorby Vizualni hodnoceni Absorbance pfi 560 nm
Etanolové roztoky byl poté nadavkovany po ctyfech biofilmu (soucet 4 jamek (pramer ze 4 jamek

s bodovym hodnocenim  po odeéteni kontrolniho

jamkach na mikrotitracni desticky a zméfena byla i1a stupnici 0-4) i

absorbance pfi 560 nm oproti samotnému etanolu o
. Extrémné silna 13-16 >1,00
jako kontrole. —

« Povrchy desticek byly setfeny, a to z obou stran (bez | SInd 102 Ut LI
hran), v ploSe, ktera byla ponofena, s vyjimkou cca Stredni 6-9 0,10-0,44
centimetrového pésu, kam dosahovala hladina média. Slabd 2-5 0,02-0,09
Stérovky byly vytfepany a stanovena byla denzita Nedetekovana 0-1 <0,02

mikroorganismd.
108 kment byly porovnany vysledky méfeni absorbance

Pouzity byly tyto stérovky: pri 560 nm a vizudlniho hodnoceni a zaroven tak byla
* polyuretanové houbickové stérovky napusténé 10 ml  zjiSténa intenzita tvorby biofilmu jednotlivych kment (viz
pufrované peptonové vody

EZ-Reach™ (World Bioprod- 105 e 105
ucts) — po setfeni vytrepany do
90 ml fyziologického roztoku, =
* transportni stérovky z umélého
hedvéabi, bez aktivniho uhli,
podle Amiese (Copan) — po | 4 &3 o
~ z ~ 2 =
setfeni vytfepany do 9 ml |2 s6 E
fyziologického roztoku, o 49 2
* vatové stérovky v 10 ml pufro- |3 %2 + ©
. . 35 1
vané peptonové vody (World 28
Bioproducts) — po setfeni 21 :
vyttepany do priloZené pufro- 14
vané peptonové vody. 7 3 ;
3 . 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0 5 10 15 20
Tim bylo stanoveno mnoZzstvi absorbance (560 nm) vizusini hodnoceni (body)

biofilmu pred sanitaci. Paralelné
nakultivované a oplachnuté des- Obr. 1 Porovnani vizualniho hodnoceni a méfeni absorbance pfi 560 nm pro
kvantifikaci mnoZstvi biofilmu (v obou vyhodnocenich je stejny kmen uveden
pod stejnym poradovym &islem, kmeny sefazeny podle vysledki vizuadlniho
hodnoceni)

ticky s biofilmem byly podrobeny
plsobeni sanitacnich roztokd.
Vlozeny byly do ¢istych GL lahvi
s 250 ml testovaného sanitacniho 20

roztoku  vytemperovaného na

testovanou teplotu odpovidajici 18

podminkdm pouZiti na provoze. 16 P
Po uplynuti testovaného casu 3z

pusobeni byly desticky sterilni ] 14 .
pinzetou vyjmuty, oplachnuty E 12— oe0e—o— o ¢
z kazdé strany 25 ml sterilni des- g e *

ilované vody a odlozeny do sto- | & &

tilované vody a odlozeny do sto- g Y

janku na podlozni sklicka. Pot¢ | = 8 @&

byly zbytky biofilmu z desticek % & :

setfeny a stanovena byla denzita =

mikroorganismil. 4

T

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
absorbance (560 nm)

Vysledky a diskuze 9

V pripravné fazi byl navrzen
pfistup k interpretaci vysledkli  opr. 2 Grafické zndzornéni nelinedrniho vztahu mezi vysledky méteni absorbance

kvantifikace mnoZstvi biofilmu a vizudlniho hodnoceni (jednotlivé body reprezentuji vysledky jednotlivych
meérfenim absorbance. Na souboru kmenu)
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tab. 1). Vysledky jsou zndzornény
na obr. 1 a 2, ze kterych je patrné,
Ze vztah mezi vysledky ziskanymi
obéma metodami neni linedrni.
Byla tedy navrzena kritéria uve-
dena v tab. 3.

Takto navrzené stupnici vy-
hovélo 80 kment (74 %). Nejvice

Médium

Syrovétka
Zfedéna syrovatka 1:1

neshod mezi obéma pristupy Obnovenéj mléko 0.5¢/100 mi
nastalo, kdyz se pfi vizualnim Obnoven(? mlefko 1.0g/100ml
hodnoceni rozhodovalo mezi glt_)lrovene sl

kategoriemi ,,slabd“ a ,stfedni*

Obnovené mléko 0,1 g/100 ml

Tab. 4 Tvorba biofilmu Acinetobacter schindleri S24-AB-1B v riznych kultivacnich
médiich (pocatecni denzita 7,08 log KTJ/ml, kultivace na tfepacce, nerezové
desticky, houbickové stérovky)

Denzita v médiu na konci  Denzita ve stéru  Pomér denzit (KTJ/ml)
kultivace (log KTJ/ml) (log KTJ/ml)  ve stéru a v médiu (%)
8,41 6,85 2,75
8,28 7,08 6,32
7,51 7,08 37,15
7,78 7,28 31,56
7,79 6,89 12,60
7,94 6,51 3,71
7,98 6,71 5,37

tvorba biofilmu pro danou jam-
ku. Pokud by byly tyto kategorie
slouceny, vyhovélo by 100 kment
(92 %) a nejvice neshod by nasta-
lo v rozliSeni, zda je biofilm jesté
detekovin nebo uz nedeteko-

Druh
mikroorganismu

Tab. 5 Porovnani intenzity tvorby biofilmd kultivovanych na tfepacce a v termostatu
a kvantifikovanych pomoci stérd a mérenim absorbance (BHI bujon,
nerezové desticky, houbickové stérovky)

V termostatu

Absorbance Stér
(560 nm) (log KTJ/ml)

Na tfepacce

Absorbance Stér
(560 nm) (log KTJ/ml)

van. ,,Silnd* az ,extrémné€ silnd* | 524-aB-18 A. schindleri 0,362 7,00 0,183 6,72
tvorba biofilmu je tedy obéma | 70-LA E. coli 0,194 7,04 0,312 7,15
pristupy detekovana spolehlivé. | 72-1a E. coli 0,100 7,15 0,219 6,84
Limit pro absorbanci cca 0,45 pro | 185-LA N. subflava 0,116 4,26 0,069 3,30
rozliSeni mezi ,,slabou a stfedni | $91-AB-F B. licheniformis nedglano 3,95 nedglano 2,98

a ,,silnou a extrémné silnou tvor-
bou biofilmu je patrny také z obr. 2 — jedné se o oblast, ve
které se prudce méni smérnice.

Aby mohla byt ucinnost sanitacnich roztokt vici
biofilmiim spolehlivé otestovdna, je vhodné s vyuZzitim
mikrotitracnich desticek vybrat kmeny a/nebo optimali-
zovat podminky kultivace tak, aby tvorba biofilmu byla
pokud mozno silna (absorbance 0,45 a vyssi).

Dalsi experimenty se jiz tykaji metodiky kvantifikace
biofilml a testovani u¢innosti sanitacnich roztoki jako
takové. Z celkového objemu realizovanych experimentt
jsou zde pro prehlednost prezentovany pouze vybrané,
ilustrujici cestu k optimalizované podobé metodiky.

Vybér kultivacniho média

Vyhodou kultivace biofilmu v syntetickém médiu je,
Ze jsou ziviny v ném obsazené rozpustné, neusazuji se na
desticce, a tedy ani pfi spektrofotometrickém stanoveni
nezpusobuji falesné pozitivni vysledky. Na druhou stranu
ale svym sloZenim neodpovidaji redAlnym podminkdm na
mlékarenskych provozech. V pripadé¢ mléka (a prirozené
také smetany) tomu je naopak.

MIéko rekonstituované na suSinu 10 g/100 ml se
ukézalo jako nevhodné, nebot se jeho nénosy spolu s bio-
filmem nepodafilo ucinné setfit Zadnou z testovanych
stérovek. Proto byla do testovani zarazena také mléka
obnovend na nizsi suSinu a simulujici tzv. ,,bilé vody*
na mlékarné. V pfipadé syrovatky bylo riziko tvorby
usazenin na desticce jesté vice omezeno diky vysrdZeni
bilkovin béhem sterilace a jejich naslednému odstiedéni.

V tab. 4 jsou porovnany vysledky kvantifikace biofilmu
kmene Acinetobacter schindleri S24-AB-1B pro rizna
kultivacni média, jak bylo stanoveno kultivacnim roz-
borem stéra. Tento konkrétni kmen ve vSech testovanych

médiich rostl, nejlépe v syrovitce, nejhufe v mléce
obnoveném na suSinu 0,1 g/100 ml. A ve vSech testo-
vanych médiich také tvofil biofilm — ve zfedénych mé-
diich relativné vice nez v médiich nefedénych. Podobna
zjisténi popsali také Fathollahi a Coupe (2021). Ziskané
vysledky jsou konzistentni a pfi jejich ziskani nebyly
shledany zZadné problémy. VSechna média uvedena v tab.
4 1ze tedy pro potfeby metodiky pouZzit.

Vliv proudéni média béhem kultivace

O kolonizaci povrchi mikroorganismy rozhoduji ne-
jen vlastnosti daného kmene, povrchu a média, ale také
rychlost proudéni média a s nim spojené mechanické
namahani. Proto byla porovndna kultivace biofilmu
na tfepacce a staticky v termostatu. Vyhodou pouZiti
tfepacky je moznost simulace proudéni média, vyhodou
termostatu moznost regulace teploty kultivace.

V tab. 5 jsou uvedeny vysledky pro vybrané kmeny
— tfi aerobni (S24-AB-1B, 185-LA, S91-AB-F), dva
fakultativné anaerobni (70-LA, 72-LA). Z vysledkt se
jevi, ze by kultivace na tfepacce mohla tvorbu biofilmu
mirné€ stimulovat u kment s vys$§imi poZadavky na kys-
lik, nicméné v rdmci metodiky piinos kultivace biofilmu
na tfepacce jednoznacné prokdzan nebyl.

Porovndni vysledkii stérit a méreni absorbance
Vyhodou méfeni absorbance je rychlost ziskani
vysledkii, nevyhodou interference s abiotickymi usazeni-
nami (z kultiva¢niho média nebo ze sanitacniho roztoku)
na desti¢ce. Vizudlni hodnoceni obarveného biofilmu
zarazeno nebylo, protoze ma tytéZ nevyhody jako méreni
absorbance. Rozbor stérii je Casové narocnéjsi, avsak
setfeni desticek je diky mechanickému plisobeni stérovek
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Tab. 6 Opakovatelnost kvantifikace biofilmu testovanymi metodami
(BHI bujon, kultivace v termostatu, houbi¢koveé stérovky)

Metoda Absorbance (560 nm)  Stéry z nerezovych
(nerezové desticky)  desticek (log KTJ/ml)

Kmen 72-LA §91-AB-F

Druh mikroorganismu E. coli B. licheniformis

Pocet opakovani 6 9

Minimdlini hodnota 0,149 2,83

Maximalni hodnota 0,305 4776

Priimér 0,250 3,50

Smérodatnd odchylka 0,055 0,72

Stéry z podloznich

sklicek (log KTJ/ml)

sklicka. Nerezové desticky lépe modelu-
jirealna nerezova technologicka zatfizeni
a pomucky. Na druhou stranu podloZni
sklicka jsou snaze dostupna a z tab. 6 by
se mohlo zdat, Ze pro né opakovatelnost
vychazi 1épe. Divodem ale miZe byt
10 jak hladsi a 1épe stiratelny povrch, tak

$24-AB-1B
A. schindleri

4,48 rozdilné vlastnosti pouZitych kmenda.
5,46

5,11 Porovndni stérovek

0,33

Rozdil mezi vysledky jednotlivych

Tab. 7 Porovnéni riznych stérovek pro kvantifikaci biofilmu A. schindleri
S24-AB-1B pomoci stérti (pocatecni denzita 6,08 log KTJ/ml,

BHI bujon, kultivace v termostatu, nerezové desticky)

(ELGIENT Houbickova stérovka Transportni stérovka
(log KTJ/ml) (log KTJ/ml)

1 6,79 5,86

2 6,57 6,18

3 6,68 5,90

4 6,75 6,20

5 7,32 5,79
Primér 6,82 5,99
Smeérodatnd odchylka 0,29 0,19
Denzita v BHI (opakovani 1) 8,34 7,94

po kultivaci

opakovani v rozpéti nanejvys 2 fadu
byl zjistén také v pripad€, Ze se opa-
kovani mezi sebou liSila pouzitymi
stérovkami. V souboru 15 opakovani

Vi:g;égzm)ka byly porovnéany tfi typy stérovek (tab. 7).
557 Nejvyssi vytéznost biofilmu vykazovaly
6’ 48 houbickové stérovky, av§ak mezi jednot-
6,32 livymi opakovéanimi byly nejvyssi rozdi-
6.26 ly. Pro transportni stérovky tomu bylo

6.11 naopak. Nicméné zjiSténé rozdily mezi
stérovkami byly nevyznamné. Pokud

6,15
0,35 bude v ramci daného experimentu postu-
8,15 povéno jednotné, pro potfeby metodiky

Ize vyuzit kterykoliv z testovanych typt

N

ucinngjsi a kvantifikovany jsou pouze mikroorganismy,
resp. jejich kolonietvorné jednotky.

Z tab. 5 je patrné, zZe mezi vysledky ziskanymi obéma
metodami existuje pouze slabd korelace. ZcEasti to
muze byt dano rozdilnou strukturou biofilmu jednot-
livych kmentl, s riznym pomérem Kkultivovatelnych
bunék a extraceluldrni matrice biofilmu. Z¢4sti je nut-
no vzit v tvahu opakovatelnost obou metod, viz dale.
NejvyznamnéjSim divodem vSak pravdépodobné je, Ze
pouzité metody kvantifikuji kazd4 néco jiného. Barveni
krystalovou violeti a nasledné méteni absorbance kvan-
tifikuje biofilm jako takovy, tj. jak buiiky biofilmu, tak
pritomnou extraceluldrni matrici. Pomoci stéri se kvan-
tifikuji pouze Zivotaschopné a kultivovatelné buriky. Pfi
uvéazeni vyhod a nevyhod obou metod je v této praci
preferovano biofilmy kvantifikovat pomoci stért.

Porovndni nerezovych desticek a podloZnich sklicek,
opakovatelnost testovanych metod

Nejen k vizudlnimu hodnoceni tvorby biofilmu na
mikrotitracnich destickach, ale také ke kvantifikaci bio-
filmu podle navrhované metodiky je potieba pfistupovat
semikvantitativné. Z tab. 6 je patrné, Ze pti opakovaném
hodnoceni vzorkl pfipravenych za stejnych podminek
stejnym pracovnikem ve stejném case muze rozdil
mezi vysledky stérd Cinit az 2 fady, respektive rozdil
v namétfenych hodnotach absorbance az 0,15. V kontextu
tohoto zjisténi opravdu rozdil mezi kultivaci na tfepacce
a v termostatu (tab. 5) prokdzéan nebyl.

Dale tab. 6 ilustruje, Ze je pro potfeby navrhované me-
todiky moZno pouZit jak nerezové desticky, tak podloZni

stérovek.

Testovdni uicinnosti sanitacnich roztoku

Navrhovand metodika byla vyzkouSena na tfech
typech sanitacnich roztok: bez povrchové aktivnich
latek, s povrchové aktivnimi latkami jakoZto aditivy pro
zajiSténi tvorby pény a s povrchové aktivnimi latkami
jakoZto tcinnymi latkami roztoku. Pro vSechny tyto typy

Tab. 8 Testovani udinnosti sanitacnich roztokd vici
bakteridlnim biofilmdm (BHI bujén, kultivace
v termostatu, nerezové desticky, houbi¢kové stérovky)

Ae. bestiarum

A. schindleri

$24-AB-1B $708-CHR-2
(log KTJ/ml) (log KTJ/ml)
Kontrolni vzorky — stav pred sanitaci

BHI po naockovani 6,54 6,52
BHI po kultivaci 7,83 8,11
Stér po kultivaci — 5,94 6,23
primér (n = 3)

Smeérodatnd odchylka 0,19 0,10

Sanitace roztokem A (NaOH)
Stér 1 <1 <1
Stér 2 <1 <1
Stér3 2,66 <A1
Sanitace roztokem B (kys. fosforeénd, povrchové aktivni Idtky) — péna
Stér 1 <1 <1
Stér 2 1,60 <A1
Stér 3 2,04 <1
Sanitace roztokem C (povrchové aktivni latky)

Stér 1 <1 <1
Stér 2 <A1 <A1
Stér 3 <1 <1
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sanitanich roztokl se metodika ukdzala jako vhodna.
Vysledky testovani jsou shrnuty v tab. 8.

Jestlize pro dany vzorek muzeme ziskat vysledky
v rozpéti dvou fadu, navrhujeme za prukazny dilc¢i
ubytek zivotaschopného biofilmu povazovat sniZeni
alespori o tfi fady. Tomuto kritériu vSechny testované va-
rianty vyhovély. Nicméné zadoucim vysledkem je dostat
mnozstvi biofilmu po sanitaci za podminek metody pod
mez detekce. Tohoto vysledku bylo dosazeno pro vSechny
testované roztoky u kmene Ae. bestiarum S708-CHR-2
a pro roztok C u kmene A. schindleri S24-AB-1B, ktery
tvori odolnéjsi biofilm. Tab. 8 ilustruje, Ze k tomu, aby
bylo moZné dostate¢né tcinné a méné ucinné roztoky
od sebe spolehlive rozlisit, je zapotiebi pokus nékolikrat
(minimalné trikrat) zopakovat a pred modelovou sanitaci
mit nakultivovano dostate¢né mnozstvi biofilmu.

Zaver

NavrzZena byla metoda pro testovdni uGcinnosti sani-
tacnich roztokll vici biofilmiim a na vybranych experi-
mentédlnich datech byly prezentovany jeji moZné variace.
Finalni podoba metodického postupu bude zpracovana do
formy metodiky, ve které bude dostupna uZivateliim.
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

Miéko a mlécné vyrobky jsou neustdle centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védecké literatury pro toto ¢islo zahr-

nuje nésledujici publikace:

NOVE METODY DETEKCE REZIDUI ANTIBIOTIK V MLECE

Stanoveni stopovych hladin florfenikolu, thiamfenikolu a chloramfenikolu v krmivech pomoci HPLC-

MS/MS

Gavildn, R.E. et al. (2019): Determination of florfenicol, thiamfenicol and chloramfenicol at trace levels in animal feed by HPLC-MS/MS. Antibiotics, 8(2): 59.

Podavat medikovana krmiva obsahujici florfenikol a thiamfenikol je v Evropské unii povoleno dle veterinarniho
predpisu a s dodrzenim ochrannych lhit. Pfi jejich vyrobé vSak miize dojit ke kiiZové kontaminaci s jinymi necilo-
vymi krmivy, kde je vS§ak pfitomnost florfenikolu, thiamfenikolu i chloramfenikolu zakdzana. Proto by podle pfilohy
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