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Biofi lm production of yeasts isolated from raw 
milk and effect of disinfectants

Abstrakt

Z bazénových vzorků mléka (n = 521) byly identifi ko
vány a vybrány následující druhy kvasinek: K. marxi
anus (n = 12), C. inconspicua (n = 10), P. kudriavzevii 
(n = 20), P. fermentans (n = 11), C. albicans (n = 7), 
C. parapsilosis (n = 5), C. rugosa (n = 5), C. guiller
mondii (n = 4), C. tropicalis (n = 11), C. famata (n = 3), 
C. lusitaniae (n = 4), C. glabrata (n = 2) a Y. lipolytica 
(n = 10). U všech kmenů byla hodnocena intenzita tvorby 
biofi lmu a účinek dezinfekčních prostředků (CidTMLiquid 
acid detergent a Super Liquidalkaline detergent) na elim
inaci biofi lmu. Tvorba biofi lmu byla potvrzena u všech 
druhů, vyjma K. marxianus, C. inconspicua a C. glabrata. 
Z výsledků účinnosti dezinfekčních prostředků lze kon
statovat, že testované prostředky byly ve všech případech 
účinné, ale žádný z nich biofi lm úplně neodstranil.

Klíčová slova: kravské mléko; kvasinky; biofi lm; dez
infekce

Abstract

The following yeast species were identifi ed and selec
ted from bulk tank milk samples (n = 521): K. marxia nus 
(n = 12), C. inconspicua (n = 10), P. kudriavzevii (n = 20), 
P. fermentans (n = 11), C. albicans (n = 7), C. parapsi
losis (n = 5), C. rugosa (n = 5), C. guillermondii (n = 4), 
C. tropicalis (n = 11), C. famata (n = 3), C. lusitaniae 

(n = 4), C. glabrata (n = 2) a Y. lipolytica (n = 10). The 
intensity of biofi lm formation and the  effect of disinfec
tants (CidTMLiquid acid detergent and Super Liquidalka
line detergent) on biofi lm elimination were evaluated for 
all strains. Biofi lm formation was confi rmed in all spe
cies except K. marxianus, C. inconspicua and C. glabra-
ta. From the results of the effectiveness of disinfection 
agents, it can be stated that the tested  disinfectants were 
effective in all cases, but none of them completely re
moved the biofi lm.

Keywords: cow milk; yeast; biofi lm; disinfectant

Úvod

Biofi lmy jsou společenství mikroorganismů stejného 
nebo různého druhu, které se vyskytují v nejrůznějším 
prostředí, jako je zdravotnictví, průmyslová odvětví 
(mlékárna) nebo i prvovýroba mléka (Aalbaek a kol., 
1994; DworeckaKaszak a kol., 2012). Tato společenství 
mohou být prospěšná (např. čistička odpadních vod) 
nebo naopak problematická (např. zdravotnictví nebo 
potravinářský průmysl; Klaban, 2001). Biofi lmy usnad
ňují mikroorganismům přežití v nepříznivějším  období 
(sucho, nedostatek živin) a chrání je rovněž i před 
účinkem dezinfekčních prostředků nebo antibiotik 
 (Algburi a kol., 2017; Bridier a kol., 2011). Tento mik
roekosystém je zdrojem jak nežádoucích patogenních 
mikroorganismů (např. Staphylococcus aureus, Strep
tococcus agalactiae, Candida albicans, Pseudomonas 
 aeruginosa), tak technologicky problematických (např. 
tvorba proteolytických enzymů u Pseudomonas fl uore
scens). K nejzávažnějším mikroorganismům patří pak 
kmeny rezistentní k antibiotikům, které mohou šířit geny 
rezistence prostřednictvím plasmidů a to mezidruhově 
i mezirodově bez ohledu na to, zda se tyto mechanismy 
rezistencí vyskytují u patogenních či nepatogenních bak
terií (Forbes a Schaberg, 1983; Karpíšková a Šťástková, 
2009; Bloemendaal a kol., 2010; Vaidya, 2011). 
Kvasničková a kol. (2016) popisují původce tzv. bio
fi lmových infekcí, mezi které řadí koagulasanegativní 
stafylokoky, S. aureus, zástupce streptokoků, především 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, méně 
často Streptococcus pneumoniae, enterokoků, gramne
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(n = 2) a Y. lipolytica (n = 10). Podrobný seznam testo
vaných kmenů je uveden v Tabulce 1. Postup zkoušky 
byl proveden dle Djordevic a kol. (2002) a podrobněji je 
po psán i v práci Klimešová a kol. (2020). Vykultivované 
kmeny kvasinek byly naočkovány jednou očkovací kličkou 
do 9 ml BHI bujonu o výsledné koncentraci 2,2 McFarlan
dovy zákalové stupnice. Následovalo pomnožení 24 hodin 
při teplotě 25 °C a úprava denzity tak, aby byla shodná pro 
každý kmen (hodnota 4,2 McFarlanda). Takto připravená 
kultura byla naředěna v poměru 0,3 ml do 10 ml sterilního 
BHI bujónu a v objemu 100 µl dávkována na mikrotitrační 
destičky předem vypláchnuté 70% ethanolem a usušené 
na vzduchu. Připravené mikrotitrační destičky byly 
inkubovány při teplotě 25 °C po dobu 72 hodin. Od každé 
testované skupiny byly takto napipetovány 4 jamky a další 
4 jamky byly použity jako kontrola pouze se ste rilním BHI 
bujonem. Poté byl z jamek vylit BHI bujon, následova
lo 5 x promytí destilovanou vodou a bylo napipetováno 
150 µl 0,1% roztoku krystalové violeti, která se nechala 
působit po dobu 45 min. Následovalo vylití barvicího 
roztoku a 5 x promytí destilovanou vodou.  Intenzita tvor
by biofilmu (tj. intenzita zbarvení krystalovou violetí) byla 
hodnocena pomocí stupnice 0 nezbarveno, + slabé zbar
vení, ++ středně intenzivní zbarvení, +++ velmi inten zivní 
zbarvení a výsledek byl vyjádřen jako součet získaných 
bodů ve všech čtyřech jamkách (výsledná stupnice 012). 
Jako pozitivní kontrola byl použit kmen Acinetobacter 
schindleri S24AB1B (sbírka pracovních kmenů VÚM, 
Praha).

Účinek dezinfekčních prostředků
Pro testování byly vybrány dva dezinfekční prostředky, 

běžně používané v praxi v prvovýrobě mléka:
a)  CidTMLiquid acid detergent (DeLaval), dále označen 

jako CID,
b)  Super Liquidalkaline detergent (DeLaval), dále 

označen jako SUPER.
Byly testovány všechny kmeny s pozitivní tvorbou 

biofilmů. Na vykultivovaný biofilm v mikrotitračních 
destičkách byl aplikován dezinfekční roztok o předepsané 
teplotě 70 ºC a koncentraci 0,7 % a byl vystaven působení 
látek po dobu 10 minut. Vedle této koncentrace byla 
testována a srovnána účinnost i vyšší koncentrace 7 %. 
Prostředek byl následně 5x vypláchnut destilovanou 
 vodou a bylo přidáno 150 µl 0,1% roztoku krystalové vio
leti. Hodnocení bylo provedeno jako v případě tvorby bio
filmu (0 až +++). Takto byly odzkoušeny oba dezinfekční 
prostředky samostatně a následně byla provedena i kon
trola kombinované účinnosti při aplikaci obou 0,7% 
prostředků po dobu 6 a 24 hodin. Nejdříve byl aplikován 
jeden prostředek po testovanou dobu 10 minut, který byl 
následně vylit. Po 6 a 24 hodinách byl aplikován druhý 
prostředek, ponechán testovanou dobu, vypláchnut desti
lovanou vodou a poté bylo přidáno 150 µl 0,1% roztoku 
krystalové violeti a byla hodnocena intenzita zbarvení. 
Pro srovnání účinnosti dezinfekčních prostředků, jejich 
koncentrace a způsobu použití byl použit párový ttest.

gativních bacilů (např. Escherichia coli, P. aeruginosa) 
a anaerobních bakterií (např. Clostridium spp., Bacte
roides fragilis, Peptostreptococcus spp. a Actinomyces 
spp.), a z mykobakterií lze uvést Mycobacterium tuber
culosis (Ojha a kol., 2008). Nejčastějšími původci infekcí 
ze skupiny eukaryotních mikroorganismů jsou kvasinky 
Candida albicans a Candida parapsilosis a zástupci 
plísní Aspergillus spp. (Azzam a kol., 2009; Cavalheiro 
a Teixeira, 2018). Jako další druhy izolované z klinic
kého materiálu, které však nejsou v žádné souvislosti 
s prvovýrobou mléka, byly popsány i kvasinky testované 
v naší studii: Pichia kudriavzevii, Candida tropicalis, 
Candida glabrata, Candida famata (sepse), Candida ru
gosa (izolace z moči a krve hospitalizovaných pacientů 
chirurgického oddělení), Kluyveromyces marxianus, 
Candida guillermondii, Candida inconspicua, Candida 
lusitaniae (hematologické malignity), Pichia fermentans, 
Yarrowia lipolytica (onkologické onemocnění), (Pfaller 
a kol., 2006; Girmenia a kol., 2006; Guitard a kol., 2013; 
Dufresne a kol., 2014; Douglass a kol., 2018; Wawrysiuk 
a kol., 2018; Karapetsa a kol., 2019; Noni a kol., 2020; 
Megri a kol., 2020; Piatti a kol., 2021). 

Práce byla zaměřena na potvrzení tvorby biofilmů 
zástupců rodu Candida, Kluyveromyces, Pichia a Yaro
wia izolovaných z bazénového kravského mléka a na 
zjištění účinnosti dezinfekčních prostředků používaných 
v prvovýrobě mléka. 

Materiál a metody

Původ vzorků a druhová identifikace 
Bazénové vzorky syrového kravského mléka (n = 521) 

byly odebírány v letech 2019 a 2020 z 9 mlékáren v ČR. 
V laboratoři SVÚ Jihlava byla provedena kultivace na 
Sabouradově agaru (HiMedia, Indie) pro kvalitativní 
mikrobiologické vyšetření kvasinek (SOP Var. 19 – 
Kultivační media pro identifikaci plísní a kvasinek me
todou MALDITOF MS). Kultivace proběhla při teplotě 
25 ± 1 ºC po dobu 35 dnů. Z odebraných vzorků bylo 
izolováno 51 druhů kvasinek, které byly dále identifiko
vány metodou MALDITOF MS (Biotyper Microflex 
LT/SH, Bruker, Německo) přímým nátěrem na desku 
za použití Matrix HCCA, portioned (kyselina αkyan
4hydroxyskořicové). Pro vyhodnocení byl použit SW 
MBT Compass 4.1. (Build (100)), flex Control Version 
3.4. (Build 204.10). Kmeny byly zamraženy na teplotu 
80 ºC a jsou uloženy ve sbírce SVÚ Jihlava. 

Tvorba biofilmu
Ze všech identifikovaných kvasinek byly náhodně 

vybrány následující druhy tak, aby jen nepocházely 
z jedné mlékárny: K. marxianus (dříve C. kefyr; n = 12),  
C. inconspicua (n = 10), P. kudriavzevii (dříve C. kru
sei; n = 20), P. fermentans (dříve C. lambica; n = 11),  
C. albicans (n = 7), C. parapsilosis (n = 5), C. rugosa 
(n = 5), C. guillermondii (n = 4), C. tropicalis (n = 11), 
C. famata (n = 3), C. lusitaniae (n = 4), C. glabrata  
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Výsledky a diskuse

Tvorba biofilmu
V Tabulce 2 jsou souhrnně uvedeny výsledky inten

zity tvorby u všech testovaných druhů kvasinek. Variační 
rozpětí představuje minimální a maximální hodnotu 
stupnice intenzity tvorby biofilmu, vedle aritmetického 
průměru jsou uvedeny i vzhledem k vyšší směrodatné 
odchylce (> 50 % u C. parapsilosis a C. tropicalis) geo
metrický průměr a medián. Negativní tvorba biofilmu 
byla potvrzena u všech vybraných kmenů K. marxianus, 
C. inconspicua a C. glabrata. Tvorba biofilmu pak byla 
potvrzena u 17 kmenů P. kudriavzevii (n = 17; 70 %), 
P. fermentans (n = 9; 82 %), C. parapsilosis (n = 5; 
100 %), C. rugosa (n = 5; 100 %), C. guillermondii 
(n = 4; 100 %), C. albicans (n = 3; 43 %), C. tropicalis 
(n = 8; 73 %), C. famata (n = 3; 100 %), C. lusitaniae 
(n = 2; 50 %) a Y. lipolytica (n = 10; 100 %). 

Podrobnější výsledky produkce biofilmu jednotlivých 
testovaných kmenů jsou uvedeny v Tabulce 3. Nej  vý
razněji tvořily biofilmy kmeny Y. lipolytica (geo metrický 
průměr 11,2), C. rugosa (9,41), C. tropicalis (5), C. albi
cans (5,04), C. parapsilosis (4,59) a C. lusitaniae (4). 
U dalších druhů kvasinek se geometrický průměr pohy
boval v rozmezí 2,66 až 2,33 (P. kudriavzevii, C. guiller
mondii a P. fermentans), nejmenší hodnota 1,59 pak byla 
dosažena u C. famata. 

Vztah mezi tvorbou biofilmu v prostředí prvovýroby 
mléka a následným infekčním onemocněním člověka není 
popsán v žádné dostupné literatuře. Infekční onemocnění 
v závislosti na biofilmech jsou popisována hlavně 
v nemocničním prostředí. Kuhn a kol. (2002) srovnávali 

tvorbu biofilmů u bioprotetických prostředků mezi druhy 
C. albicans C. parapsilosis, C. glabrata a C. tropicalis 
a potvrdili, že C. albicans produkuje kvantitativně větší 
a kvalitativně složitější biofilmy než jiné druhy kvasinek. 
Zjistili, že produkce a charakteristiky biofilmu přitom 
závisí na schopnosti každého druhu produkovat extrace
lulární polymerní látky (EPS) a vykazovat dimorfní růst, 
ale také na substrátu biofilmu, dostupnosti zdroje uhlíku 
a dalších faktorech. Podobně Marak a Dhanashree (2018) 
potvrdili produkci biofilmů u izolátů z klinických humán
ních vzorků C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis 
a C. krusei. U kmenů C. glabrata nebyla tvorba biofilmu 
zaznamenána podobně jako v naší studii. Tvorbu biofil
mu C. lusitaniae, méně častou v případě C. inconspicua 
izolovaného z různých klinických materiálů potvrdili ve 
své práci Hasan a kol. (2009) a Vitális a kol. (2020). 

Vivek a kol. (2015) sledovali tvorbu biofilmu kvasinek 
izolovaných z různých klinických materiálů a potvrdili 
silnou produkci biofilmu C. tropicalis (12 z 27), následo
vanou C. albicans (8 z 16), C. parapsilosis (3 z 5), C. guil
liermondii (2 ze 3), K. marxianus (1 ze 3) a C. glabrata 
(1 z 1). Ze získaných dat zjistili, že tzv. NAC (nonalbi
cans) druhy jsou kvalitativně i kvantitativně lepšími pro
ducenty biofilmu než C. albicans. Na rozdíl od našich 
výsledků však nepotvrdili u žádného izolátu P. kudri
avzevii (n = 6) tvorbu biofilmu. Martins a kol. (2016) 
podrobně zkoumali duální tvorbu biofilmů C. albicans 
s NAC druhy (C. rugosa, C. parapsilosis, C. tropicalis, 
C. glabrata) izolovaných ze zubních protéz. Nejhutnější 
biofilm tvořily druhy C. albicans a C. tropicalis, přičemž 
v počtech kolonií (KTJ/ml) převládaly druhy NAC. Ve 
srovnání s jednodruhovým biofilmem měly dvoudruhové 

Tabulka 1  Seznam testovaných kmenů kvasinek

K. marxianus
1-1-M4 1-4-M 1-6-M 1-15-M 1-27-M1 1-2-M2
1-16-M2 1-19-M1 1-20-M1 1-21-M2 1-29-M 1-31-M

C. inconspicua
1-46-M2 1-53 M2 1-61 M2 1-30-M1 1-66-M 1/48- 2
1-48-M3 1-76-M2 1-79-M1 1-89-M1   

P. kudriavzevii 

1-1-M2 1-8-M1 1-20-M4 1-41-M3 1-52-M1 1-12-M2
1-64-M1 3-12-M3 3-17-M2 3-30-M3 3-35-M5 4-7-M8
4-16-M9 4-18-M6 4-35-M3 4-41-M3 4-66-M2 1-77-M3
2-6-M3 2-9-M1  

P. fermentans 
1-7-M 1-18-M1 1-23-M2 1-33-M 1-45-M3 1-51-M2
2-17-M2 1-67-M2 1-68-M2 2-8-M1 1-63-M2

C. albicans 
 

1-32-M2 2-6-M1 2-29-M4 20-2-4-M2 20-2-5-M6 20-2-13-M6
20-4-33-M2      

C. parapsilosis 2-21-M2 2-24-M1 2-26-M4 2-35-M5 2-39-M1  
C. rugosa 1-26-M 1-88-M1 2-14-M1 2-14-M6 2-3- M4  
C. guillermondii 1-27-M2 2-69-M4 4-9-M6 4-38-M5   

C. tropicalis 
20-1-4-M3 20-1-9-M3 20-1-20-M2 20-1-47-M1 20-1-50-M4 20-1-72-M4
20-4-27-M6 20-4-70-M1 2-35-M4 20-1-14-M3 20-6-7-M6  

C. famata 3-6 M-10 4-13-M3 4-25-M6    
C. lusitaniae 20-1-76-M2 20-5-3-M1 20-1-8-M1 20-1-75-M1
C. glabrata 20-1-5 M1 20-1-54-M7     

Y. lipolytica
3-1 M-5 3-3-M3 3-10-M6 4-10-M7 4-34-M7 4-35-M7
4-56 M-4 4-58-M3 20-4-5-M3 20-5-3-M7

Poznámka: tučně označené kmeny tvořily biofilm
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Tabulka 2  Tvorba biofilmu a účinnosti dezinfekčních prostředků

Druh
 

Statistické  
parametry 
 

BIOFILM CID SUPER CID SUPER CID+SUP SUP+CID CID+SUP SUP+CID

hodnota
 

koncentrace přípravku čas

0,7 % 0,7 % 7 % 7 % 6 hod 6 hod 24 hod 24 hod

P. kudriavzevii  var. rozpětí  2-4  1-2  1-2  0,5-2  0,5-2 0,5-2 1-2,5  1-2  1-2,5
aritm. prům. 2,82 1,56 1,21 1,26 0,97 1,45 1,55 1,75 1,90
sm. odch. 1,01 0,50 0,40 0,44 0,37 0,55 0,55 0,35 0,39
medián 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,50 1,50 2,00 2,00
geom. prům. 2,66 1,48 1,16 1,19 0,91 1,34 1,46 1,71 1,85

P. fermentans var. rozpětí  2-4  1-2  1-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2  1-2  1-2
aritm. prům. 2,44 1,28 1,33 1,17 1,06 1,11 1,11 1,61 1,50
sm. odch. 0,88 0,44 0,43 0,56 0,46 0,42 0,55 0,49 0,43
medián 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,50
geom. prům. 2,33 1,22 1,28 1,05 0,97 1,05 1,00 1,54 1,44

C. parapsilosis var. rozpětí  2-8  1,5-5  1,5-4,5  1,5-4,5  1-4 1,5-7,5 1,5-8  2-5  2-5
aritm. prům. 5,20 3,00 2,90 2,80 2,30 3,81 4,25 3,00 3,30
sm. odch. 2,68 1,84 1,47 1,35 1,57 2,34 2,66 1,41 1,20
medián 4,00 2,00 2,00 2,00 1,50 3,50 4,00 2,00 3,00
geom. prům. 4,59 2,57 2,61 2,55 1,89 3,17 3,47 2,76 3,13

C. rugosa var. rozpětí  8-12  4-5  4-5  3-4  3-4,5  4-10 4,5-10,5  3-5  4-5
aritm. prům. 9,60 4,30 4,50 3,80 3,90 7,10 7,90 4,20 4,20
sm. odch. 2,19 0,45 0,35 0,45 0,55 1,66 2,12 0,84 0,45
medián 8,00 4,00 4,50 4,00 4,00 7,50 7,50 4,00 4,00
geom. prům. 9,41 4,28 4,49 3,78 3,87 6,91 7,63 4,13 4,18

C. guillermondii var. rozpětí  2-4  1-3  1-2  1-2  1-2 1,5-4,5  2-4 2  1,5-2,5
aritm. prům. 2,50 1,88 1,63 1,38 1,38 2,90 2,90 2,00 2,00
sm. odch. 1,00 0,85 0,48 0,48 0,48 1,29 1,02 0,00 0,41
medián 2,00 1,75 1,75 1,25 1,25 2,50 2,50 2,00 2,00
geom. prům. 2,38 1,73 1,57 1,32 1,32 2,67 2,76 2,00 1,97

C. albicans var. rozpětí  4-8  2-5  2-4  2-4,5  1-3,5  3-4  3-4  2-4  2-4
aritm. prům. 5,33 3,33 2,67 2,83 2,17 3,60 3,40 2,83 2,83
sm. odch. 2,31 1,53 1,15 1,44 1,26 0,55 0,55 1,04 1,04
medián 4,00 3,00 2,00 2,00 2,00 4,00 3,00 2,50 2,50
geom. prům. 5,04 3,11 2,52 2,62 1,91 3,57 3,37 2,71 2,71

C. tropicalis var. rozpětí  2-12 1,5-9 1,5-8  1-5,5  1-8  1-2  1-2  1-7 1,5-7
aritm. prům. 6,00 4,63 4,56 3,88 3,81 1,25 1,38 4,00 4,38
sm. odch. 3,55 2,74 2,62 2,60 2,56 0,50 0,48 2,36 2,37
medián 6,00 4,50 4,50 3,75 3,75 1,00 1,25 4,00 4,50
geom. prům. 5,00 3,88 3,80 3,00 2,97 1,19 1,32 3,27 3,71

C. famata var. rozpětí  1-2  1-2  0,5-1  1-2  0,5-1  1,5-4  2-4 1  1-2
aritm. prům. 1,67 1,67 0,83 1,33 0,83 2,50 2,67 1,00 1,33
sm. odch. 0,58 0,58 0,29 0,58 0,29 1,32 1,15 0,00 0,58
medián 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00
geom. prům. 1,59 1,26 0,79 1,26 0,79 2,29 2,52 1,00 1,26

C. lusitaniae var. rozpětí 4 3 3-3,5 2 2  0,5-2  1-2 2,5 3
aritm. prům. 4,00 3,00 3,25 2,00 2,00 1,17 1,33 2,50 3,00
sm. odch. 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 0,76 0,58 0,00 0,00
medián 4,00 3,00 3,25 2,00 2,00 1,00 1,00 2,50 3,00
geom. prům. 4,00 3,00 3,24 2,00 2,00 1,00 1,26 2,50 3,00

Y. lipolytica var. rozpětí  6-12  5-10  5-10  4-10  4-8 2 2,5-3  5-10  5-10
aritm. prům. 11,40 8,20 7,50 7,50 6,00 2,00 2,75 6,90 7,00
sm. odch. 1,90 1,55 1,65 1,58 1,25 0,00 0,35 1,37 1,33
medián 12,00 8,00 7,50 8,00 6,00 2,00 2,75 7,00 7,00
geom. prům. 11,20 8,05 7,34 7,32 5,88 2,00 2,74 6,79 6,89

Vysvětlivky: var. rozpětí = variační rozpětí; aritm. prům. = aritmetický průměr; sm. odch. = směrodatná odchylka; geom. prům. = geometrický průměr
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biofilmy i významně odlišnou metabolickou aktivitu a vi
zuální rozdíly v konstituci. 

Na rozdíl od našich výsledků byla také potvrzena, 
i když zřídka, produkce biofilmu K. marxianus na jiných 
zařízeních, jako jsou např. kardiostimulátory a protetické 
srdeční chlopně (Mukherjee a kol., 2014). Rozdílné 
výsledky tvorby biofilmu mezi naší studií a studií jiných 
autorů (K. marxuíanus, P. kudriavzevii, C. glabrata) 
rovněž potvrzuje zjištění, že při tvorbě biofilmu hraje 
důležitou roli i prostředí, substrát a povrch materiálu 
 (Lagree a kol., 2018). 

Vedle negativních vlastností, tj. tvorba biofilmu v hu
mánní nebo veterinární medicíně, mají i některé testo
vané druhy pozitivní využití v potravinářském nebo 
 jiném průmyslu. Například schopnost K. marxianus redu
kovat laktózu je užitečná z důvodu potenciálu přeměnit 
průmyslový odpad ze syrovátky, problematický odpadní 
produkt pro likvidaci, na užitečnou biomasu pro krmení 
zvířat, potravinářské přísady nebo palivo (Lane a Morris
sey, 2010). V jiných případech vývoj biofilmu v mléčných 
výrobcích pozitivně ovlivňuje vlastnosti produktů. Bylo 
prokázáno, že kmeny K. marxianus izolované z fermen
tovaného kozího mléka hrají také užitečnou roli při zrání 
sýrů “Pecorino di Farindola” a “Parmigiano Reggiano” 
(Perpetuini a kol., 2018; 2019).

Rovněž Y. lipolytica, která má dlouhou historii použití 
v potravinářském průmyslu a rozšiřující se biotechnolo
gický potenciál, může být příkladem vzácného oportun
ního patogenu s tvorbou biofilmu (Abbes a kol., 2017; 
Zieniuk a Fabiszewska; 2019). Další kvasinky Can
dida antarctica a C. rugosa jsou zdrojem průmyslově 
důležitých lipáz, C. krusei se používá k fermentaci ka 
kaa při výrobě čokolády. C. rugosa se se svou širokou 
specifitou pro hydrolýzu lipidů také používá jako enzy
mový doplněk na podporu trávení tuků (Menden a kol., 
2019). 

Účinek dezinfekčních prostředků
Výsledky účinnosti dezinfekčních prostředků jsou su

marizovány v Tabulce 2, kde jsou uvedeny minimální 
a maximální hodnoty biofilmu, aritmetického průměru 
a směrodatné odchylky, mediánu a geometrického 
průměru. Z těchto výsledků lze konstatovat, že použité 
prostředky byly ve všech případech účinné, ale žádný 
z nich biofilm úplně neodstranil. Účinek dezinfekčních 
prostředků vyjádřený z geometrického průměru byl 
pro oba samostatně testované prostředky s výrobcem 
předepsanou 0,7% koncentrací následující: P. kudria
vzevii (44,4 % CID a 56,4 % SUPER), P. fermentans 
(47,6 a 45,1 %), C. parapsilosis (44 a 43 %), C. rugosa 
(54,5 a 52,3 %), C. guillermondii (27,3 a 34 %), C. albi
cans (38,3 a 50 %), C. tropicalis (22,4 a 24 %), C. famata 
(20,8 a 50,3 %), C. lusitaniae (25 a 19 %) a Y. lipolytica 
(28,1 a 34,5 %). 

V literatuře není dostupné srovnání účinnosti k námi 
testovaným dezinfekčním prostředkům. Ilknur a kol. 
(2012) zkoumali biofilmovou tvorbu pěti izolátů Can
dida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. kru
sei a C. tropicalis) a jejich citlivost na pět dezinfekčních 
prostředků (glutaraldehyd, peroxid vodíku, kyselina 
peroctová, orthoftalaldehyd a chlornan sodný) v růz
ných časech tvorby biofilmu (6, 12, 24 a 48 hodin). 
Z testovaných dezinfekčních prostředků měla kyseli
na peroctová největší účinnost. Výsledky ukázaly 
shodně s naším sledováním, že žádný z dezinfekčních 

prostředků biofilm úplně neodstra
nil. Kart a kol. (2014) porovnávali 
účinnost devíti komerčně dostup
ných dezinfekčních prostředků 
 (chlor nan sodný, benzalkonium 
chlorid, chloroxylenol, etanol, 
chlor  hexidin, peroxid vodíku, ne
mocniční anti septický koncentrát 
s obsahem cetrimidu a chlor hexi
dinu, povidonjod, cetrimid) proti 
S. aureus, C. albicans a P. aerugi
nosa a v biofilmech s více bakteriál
ními druhy. Výsledky ukázaly, že 
velikost účinku ve vícedruhovém 
biofilmu závisí na kmeni a pou
žitém dezinfekčním prostředku. 
Tím zpochybnili obecné tvrzení, že 

Tabulka 3   Tvorba biofilmu jednotlivých kmenů testovaných 
druhů kvasinek

Druh n1 n2 intenzita tvorby biofilmu / počet kmenů
P. kudriavzevii 20 17   2 / 10  4 / 7    
P. fermentans 11 9   2 / 2  4 / 7    
C. albicans 7 3    4 / 2   8 / 1  
C. parapsilosis 5 5   2 / 1  4 / 2   8 / 2  
C. rugosa 5 5      8 / 3  12 / 2
C. guillermondii 4 4   2 / 3  4 / 1    
C. tropicalis 11 8   2 / 2  4 / 2   8/3  12 / 1
C. famata 3 3  1 / 1  2 / 2     
C. lusitaniae 4 2    4 / 2    
Y. lipolytica 10 10     6 / 1   12 / 9

Vysvětlivky: n1 = počet testovaných kmenů; n2 = počet kmenů s tvorbou biofilmu

Tabulka 4   Výsledky párového t-testu jednotlivých prostředků CID a SUPER

Druh Statistické 
parametry 

CID SUPER CID vs. SUPER CID vs. SUPER
0,7 % vs. 7 % 0,7 % vs. 7 % 7 % 0,7 %

P. kudriavzevii 
t-test 3,26 3,08 2,67 2,84
významnost ** ** * **

P. fermentans
t-test 1,41 3,00 0,93 1,02
významnost ns * ns ns

C. tropicalis
t-test 7,43 4,29 0,90 0,32
významnost *** ** ns ns

Y. lipolytica
t-test 2,21 8,54 4,63 1,98
významnost ns *** ** ns

Ostatní
t-test 3,92 5,62 2,08 1,25
významnost *** *** ns ns

Všechny kvasinky
t-test 6,33 8,18 4,61 3,15
významnost *** *** *** **

Vysvětlivky: * = P < 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001; ns = statisticky nevýznamné
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Závěr

Závěrem lze konstatovat, že 
vybrané prostředky a výrobcem 
předepsaná koncentrace dezinfek
čních prostředků a způsob užití jsou 
vhodné pro aplikaci v prvovýrobě 
mléka k odstranění biofilmů na do
jicím zařízení. Zároveň je důležité si 
uvědomit, že tvorba biofilmu chrání 
jejich producenty před obranou hos
titele a antimikrobiálními látkami. 
Proces tvorby biofilmu na površích, 
které přicházejí do styku s potravi
nami, může nepříznivě ovlivnit 
mikrobiální kvalitu potravin, pokud 
jsou navíc tvořeny smíšenými po
pulacemi bakterií, kvasinek a hub. 

Pro výrobu mikrobiologicky bezpečných a kvalitních 
produktů v potravinářském průmyslu je proto zapotřebí 
lepší porozumění procesu ulpívání bakterií na technolo
gických zařízeních. Z těchto důvodů je jednou z hlavních 
výzev současné potravinářské mikrobiologie identifikace 
nových nástrojů schopných předcházet nebo odstraňovat 
biofilmy smíšených druhů (Zara a kol., 2020; Gebreyo
hannes a kol., 2019). 

Poděkování: 
Příspěvek vznikl za podpory projektů MZe ZEMĚ 

QK1910092 a MZe RO1422. 
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orga nismy jsou ve vícedruhovém biofilmu vždy méně 
citlivé než v jednodruhovém biofilmu. 

Srovnání účinku dezinfekčních prostředků
Výsledky srovnání účinku CID a SUPER a jejich kon

centrací jsou shrnuty a statisticky vyhodnoceny v Tabul
ce 4. Byly hodnoceny účinky pro každý druh, pokud bylo 
v souboru hodnoceno více jak šest testovaných kmenů 
(17 kmenů P. kudriavzevii, 9 P. fermentans, 8 C. tropica
lis, 10 Y. lipolytica). V tabulce jsou dále uvedeny souhrnně 
výsledky ostatních druhů (22 kmenů) a výsledné hodnoty 
celého souboru (66 kmenů). Obecně lze konstatovat, že 
lepší účinek na biofilmy měly oba přípravky vždy s vyšší 
koncentrací 7 % a alkalický prostředek SUPER působil 
lépe na biofilmy při obou použitých koncentracích. 
V případě přípravku SUPER byly rozdíly v použité kon
centraci u všech kmenů statisticky významné (P < 0,05 až 
P < 0,001). Rozdíl mezi použitou koncentrací 0,7 a 7 % 
přípravku CID byl ve většině případů rovněž statisticky 
významný (P < 0,01 až P < 0,001) s výjimkou P. fermen
tans a Y. lipolytica. 

Hodnocení použití 0,7% prostředků v intervalu 
6 a 24 hodin je sumarizováno v Tabulce 5. Použití pořadí 
prostředků (CID a SUPER) vykazovalo lepší účinnost 
v případě pořadí CID a SUPER (vyjma P. fermentans, 
C. albicans a C. guillermondii), což podporuje i výše 
popsané zjištění, že alkalický prostředek SUPER působil 
lépe na biofilmy. Tento rozdíl však nebyl, s výjimkou 
C. tropicalis, statisticky významný v žádném z časových 
intervalů. Zajímavým zjištěním je vyrovnaný vyšší 
účinek kombinovaných prostředků při 6 a 24 hodinách, 
neboť jsme předpokládali výrazně vyšší eliminaci bio
filmu při 6 hodinovém intervalu. Tento vyšší účinek byl 
potvrzen pouze u P. kudriavzevii, P. fermentans, C. tropi
calis, C. lusitaniae a Y. lipolytica, přičemž statisticky 
významné rozdíly byly zjištěny pouze u P. kudriavzevii 
(P < 0,05) a u skupiny ostatních kvasinek (P < 0,01). Toto 
zjištění podporuje možnosti využití přípravků v různém 
časovém intervalu v prvovýrobní praxi.

Tabulka 5   Výsledky párového t-testu kombinovaného účinku CID a SUPER

Druh Statistické 
parametry 

CID a SUPER
vs.

SUPER a CID

CID a SUPER
vs.

SUPER a CID

CID a SUPER SUPER a CID

6 hodin 24 hodin 6 vs 24 hod 6 vs 24 hod

P. kudriavzevii 
t-test 0,58 1,34 2,57 2,55
významnost ns ns * *

P. fermentans
t-test 0,00 0,93 2,14 2,27
významnost ns ns ns ns

C. tropicalis
t-test 2,79 2,84 0,95 0,59
významnost * * ns ns

Y. lipolytica
t-test 1,65 0,53 0,49 1,89
významnost ns ns ns ns

Ostatní
t-test 1,04 1,55 2,95 3,64
významnost ns ns ** **

Všechny kvasinky
t-test 2,60 2,40 2,66 1,22
významnost * * * ns
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Antimastitis vaccination as a variant of 
reduction to the use of antibiotics in dairy 
cows – a case study 

Abstrakt 

Projekt „Vývoj metod redukce průniku antibiotik do 
prostředí v chovu dojnic jako podpora prevence vzniku 
antibiotické rezistence mikroorganismů (MZe NAZV 
Země QK 21010123)“ cílí na postupné vytváření vhod
ných podmínek pro možnost snížení spotřeby antibiotik 
(z ekonomických a prostřeďových důvodů) a omezení 
růstu rezistence patogenů k antibiotikům v mlékařském 
prostředí ČR. Tyto náměty a jejich realizace mohou být 
významné v ochraně životního prostředí, veřejného zdraví 
a v tvorbě udržitelného, prostřeďově příznivého odvětví 
živočišné výroby. Toho lze docílit rámcově zejména 
následnými kroky: – vytvořením vhodných algoritmů 
efektivní selekce dojnic k antibiotickému/neantibiotic
kému zasušení laktace dojnic podle dynamiky mléčných 
ukazatelů v kontrole užitkovosti během laktace; – efek
tivní aplikací antimastitidní vakcinace dojnic (především 
intradermální, s lepší podporou welfare dojnic) při kon
trole jejich zdravotního stavu; – účinnými pozitivními 
modifikacemi v technologii zasušení laktace dojnic bez 

aplikace antibiotik v případě jejich dobrého zdravotního 
stavu mléčné žlázy během laktace. Dlouhodobé, pravi
delné používání těchto inovačních přístupů v mlékařské 
praxi může přispět: – k poklesu antibiotické rezistence 
mastitidních patogenních mikroorganismů ve stádech 
dojnic; – ke snižování rizika výskytu reziduí inhibičních 
látek v mléce v potravinářství. V retrospektivní praktické 
studii (5 roků) aplikace antimastitidní vakcinace (intra
muskulární, pak intradermální, jedná se o autogenní 
intra dermální vakcínu s antigeny Escherichia coli a Kleb
siella pneumoniae) dojnic holštýnského stáda (n = 580) 
a při souběžném používání postdipu Valiant: – poklesl 
počet případů mastitid (klinických a závažných subkli
nických) za rok z 98 na 9; – pokleslo procento vyřazených 
a uhynulých krav v souvislosti s mastitidami o více než 
93 %; – byla, na základě kultivací, výrazně snížena 
spotřeba antibiotik z 1 160 tis. Kč (2. rok) na 135 tis. Kč 
(5. rok); – stoupl výrazně prodej mléka z 93,3 % (3. rok) 
na 99,2 % (5. rok). Od počátku intradermální vakcinace 
je zřejmý nižší výskyt reprodukčních onemocnění (pyo
metra, zadržení placenty), nižší náklady na reproduk
ci a nižší náklady na léčbu mastitid. Na porážce byly 
konfiskovány čtvrtě mléčné žlázy postižené abscesy po 
injekční aplikaci vakcíny, což bylo intradermální aplikací 
eliminováno. Obecně je tato vakcinační metoda efektivní 
především při řešení problémů s Gram patogeny. 

Klíčová slova: dojnice, reprodukce, mléko, mastitida, 
vakcinace, antibiotikum, zdraví, patogen, rezistence, 
životní prostředí 

Abstract 

The project “Development of methods of reducing the 
penetration of antibiotics into the environment in dairy 
farming as a support for the prevention of the emergence 
of antibiotic resistance of microorganisms (MZe NAZV 
Země QK 21010123)” aims to gradually create suitable 
conditions for reducing antibiotic use (for economic and 
environmental reasons) and growth of pathogen resis
tance to antibiotics in the dairy environment of the Czech 
Republic. These issues and their implementation can be 
important in protecting the environment, public health 
and creating a sustainable, environmentally friendly 
livestock sector. This can be achieved in general by the 
following steps: – developing appropriate algorithms 
for effective selection of dairy cows for antibiotic/non
antibiotic drying of dairy cow lactation according to the 
dynamics of milk indicators in milk recording during lac
tation; – effective application of antimastitis vaccination 
of dairy cows (especially intradermal, with better support 
of welfare of dairy cows) in the control of their health sta
tus; – effective positive modifications in the technology 
of drying lactation of dairy cows without the application 
of antibiotics in case of their good health of the mam
mary gland during lactation. The longterm, regular use 
of these innovative approaches in dairy practice can con
tribute to: – reducing the antibiotic resistance of mastitis 


