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Abstrakt

Z bazénovych vzorkli mléka (n = 521) byly identifiko-
vany a vybrany nésledujici 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 vSech kmenti byla hodnocena intenzita tvorby
biofilmu a i¢inek dezinfekénich prostiedka (Cid™Liquid
acid detergent a Super Liquidalkaline detergent) na elim-
inaci biofilmu. Tvorba biofilmu byla potvrzena u vSech
druht, vyjma K. marxianus, C. inconspicua a C. glabrata.
Z vysledkid ucinnosti dezinfek¢nich prostredkil 1ze kon-
statovat, Ze testované prostifedky byly ve vSech ptipadech
ucinné, ale Zadny z nich biofilm Gplné neodstranil.

Klicova slova: kravské mléko; kvasinky; biofilm; dez-
infekce

Abstract

The following yeast species were identified and selec-
ted from bulk tank milk samples (n = 521): K. marxianus
(n=12), C. inconspicua (n = 10), P. kudriavzevii (n = 20),
P. fermentans (n = 11), C. albicans (n = 7), C. parapsi-
losis (n =95), 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 biofilm formation and the effect of disinfec-
tants (Cid™Liquid acid detergent and Super Liquidalka-
line detergent) on biofilm elimination were evaluated for
all strains. Biofilm formation was confirmed 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 biofilm.
Keywords: cow milk; yeast; biofilm; disinfectant

Uvod

Biofilmy jsou spolecenstvi mikroorganismui stejného
nebo rizného druhu, které se vyskytuji v nejriiznéjsim
prostredi, jako je zdravotnictvi, primyslova odvétvi
(mlékarna) nebo i prvovyroba mléka (Aalbaek a kol.,
1994; Dworecka-Kaszak a kol., 2012). Tato spolecenstvi
mohou byt prospésna (napf. Cisticka odpadnich vod)
nebo naopak problematickd (napf. zdravotnictvi nebo
potravinarsky pramysl; Klaban, 2001). Biofilmy usnad-
fuji mikroorganismim preziti v nepfiznivéjSim obdobi
(sucho, nedostatek zivin) a chrani je rovnéz i pred
ucinkem dezinfek¢énich prostfedkli nebo antibiotik
(Algburi a kol., 2017; Bridier a kol., 2011). Tento mik-
ro-ekosystém je zdrojem jak neZadoucich patogennich
mikroorganismu (napt. Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus agalactiae, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa), tak technologicky problematickych (napt.
tvorba proteolytickych enzyma u Pseudomonas fluore-
scens). K nejzavaznéj$im mikroorganismim patii pak
kmeny rezistentni k antibiotikiim, které mohou §ifit geny
rezistence prostfednictvim plasmidd a to mezidruhové
i mezirodové bez ohledu na to, zda se tyto mechanismy
rezistenci vyskytuji u patogennich ¢i nepatogennich bak-
terii (Forbes a Schaberg, 1983; Karpiskova a Stastkova,
2009; Bloemendaal a kol.,, 2010; Vaidya, 2011).
Kvasnickova a kol. (2016) popisuji pivodce tzv. bio-
filmovych infekci, mezi které fadi koagulasa-negativni
stafylokoky, S. aureus, zastupce streptokoku, predevsim
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, méné
casto Streptococcus pneumoniae, enterokokil, gramne-
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gativnich bacilti (napt. Escherichia coli, P. aeruginosa)
a anaerobnich bakterii (napt. Clostridium spp., Bacte-
roides fragilis, Peptostreptococcus spp. a Actinomyces
spp.), a z mykobakterii lze uvést Mycobacterium tuber-
culosis (Ojha a kol., 2008). Nejcastéjsimi plivodci infekei
ze skupiny eukaryotnich mikroorganismi jsou kvasinky
Candida albicans a Candida parapsilosis a zastupci
plisni Aspergillus spp. (Azzam a kol., 2009; Cavalheiro
a Teixeira, 2018). Jako dalSi druhy izolované z klinic-
kého materidlu, které vSak nejsou v Zadné souvislosti
s prvovyrobou mléka, byly popsany i kvasinky testované
v nasi studii: Pichia kudriavzevii, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida famata (sepse), Candida ru-
gosa (izolace z moci a krve hospitalizovanych pacientt
chirurgického oddéleni), Kluyveromyces marxianus,
Candida guillermondii, Candida inconspicua, Candida
lusitaniae (hematologické malignity), Pichia fermentans,
Yarrowia lipolytica (onkologické onemocnéni), (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).

Prace byla zaméfena na potvrzeni tvorby biofilmu
zastupct rodu Candida, Kluyveromyces, Pichia a Yaro-
wia izolovanych z bazénového kravského mléka a na
zjisténi ucinnosti dezinfekcnich prostiredkil pouzivanych
v prvovyrobé mléka.

Material a metody

Puivod vzorkii a druhovd identifikace

Bazénové vzorky syrového kravského mléka (n = 521)
byly odebirany v letech 2019 a 2020 z 9 mlékéren v CR.
V laboratofi SVU Jihlava byla provedena kultivace na
Sabouradové agaru (HiMedia, Indie) pro kvalitativni
mikrobiologické vySetfeni kvasinek (SOP Var. 19 —
Kultiva¢ni media pro identifikaci plisni a kvasinek me-
todou MALDI-TOF MS). Kultivace probé¢hla pfi teploté
25 £ 1 °C po dobu 3-5 dnd. Z odebranych vzorka bylo
izolovano 51 druht kvasinek, které byly dale identifiko-
vany metodou MALDI-TOF MS (Biotyper Microflex
LT/SH, Bruker, Némecko) pfimym natérem na desku
za pouziti Matrix HCCA, portioned (kyselina a-kyan-
4-hydroxyskoficové). Pro vyhodnoceni byl pouzit SW
MBT Compass 4.1. (Build (100)), flex Control Version
3.4. (Build 204.10). Kmeny byly zamraZeny na teplotu
-80 °C a jsou uloZeny ve sbirce SVU Jihlava.

Tvorba biofilmu

Ze vSech identifikovanych kvasinek byly ndhodné
vybrany nasledujici druhy tak, aby jen nepochazely
z jedné mlékarny: K. marxianus (dfive C. kefyr; n = 12),
C. inconspicua (n = 10), P. kudriavzevii (dfive C. kru-
sei; n = 20), P. fermentans (dtive 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

(n = 2) a Y. lipolytica (n = 10). Podrobny seznam testo-
vanych kment je uveden v Tabulce 1. Postup zkousky
byl proveden dle Djordevic a kol. (2002) a podrobnéji je
popsan i v praci KlimeSova a kol. (2020). Vykultivované
kmeny kvasinek byly naockovéany jednou ockovaci klickou
do 9 ml BHI bujonu o vysledné koncentraci 2,2 McFarlan-
dovy zéakalové stupnice. Nasledovalo pomnoZzeni 24 hodin
pti teploté 25 °C a tprava denzity tak, aby byla shodna pro
kazdy kmen (hodnota 4,2 McFarlanda). Takto ptipravena
kultura byla nafedéna v poméru 0,3 ml do 10 ml sterilniho
BHI bujonu a v objemu 100 pl ddvkovana na mikrotitra¢ni
desticky predem vyplachnuté 70% ethanolem a ususené
na vzduchu. Pripravené mikrotitracni desticky byly
inkubovany pfi teploté 25 °C po dobu 72 hodin. Od kazdé
testované skupiny byly takto napipetovany 4 jamky a dalsi
4 jamky byly pouZity jako kontrola pouze se sterilnim BHI
bujonem. Poté byl z jamek vylit BHI bujon, nasledova-
lo 5 x promyti destilovanou vodou a bylo napipetovano
150 ul 0,1% roztoku krystalové violeti, ktera se nechala
pasobit po dobu 45 min. Nasledovalo vyliti barviciho
roztoku a 5 x promyti destilovanou vodou. Intenzita tvor-
by biofilmu (tj. intenzita zbarveni krystalovou violeti) byla
hodnocena pomoci stupnice 0 nezbarveno, + slabé zbar-
veni, ++ stfedné intenzivni zbarveni, +++ velmi intenzivni
zbarveni a vysledek byl vyjadren jako soucet ziskanych
bodil ve vSech ¢tyfech jamkach (vysledna stupnice 0-12).
Jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen Acinetobacter
schindleri S24-AB-1B (sbirka pracovnich kmenu VUM,
Praha).

Ucinek dezinfekénich prostiedkii

Pro testovani byly vybrany dva dezinfekcni prostredky,
béZné pouzivané v praxi v prvovyrobé mléka:

a) Cid™Liquid acid detergent (DeLaval), dile oznacen

jako CID,

b) Super Liquidalkaline detergent (DeLaval), daile

oznacen jako SUPER.

Byly testovany vSechny kmeny s pozitivni tvorbou
biofilmi. Na vykultivovany biofilm v mikrotitra¢nich
destickach byl aplikovan dezinfek¢ni roztok o predepsané
teploté 70 °C a koncentraci 0,7 % a byl vystaven puisobeni
latek po dobu 10 minut. Vedle této koncentrace byla
testovana a srovnana ucinnost i vyssi koncentrace 7 %.
Prostfedek byl nasledné 5x vyplachnut destilovanou
vodou a bylo pridano 150 ul 0,1% roztoku krystalové vio-
leti. Hodnoceni bylo provedeno jako v pripadé tvorby bio-
filmu (0 aZ +++). Takto byly odzkousSeny oba dezinfekcni
prostfedky samostatné a nasledné byla provedena i kon-
trola kombinované ucinnosti pti aplikaci obou 0,7%
prostfedkd po dobu 6 a 24 hodin. Nejdiive byl aplikovan
jeden prostredek po testovanou dobu 10 minut, ktery byl
nasledné vylit. Po 6 a 24 hodindch byl aplikovan druhy
prostiedek, ponechan testovanou dobu, vyplachnut desti-
lovanou vodou a poté bylo pridano 150 pl 0,1% roztoku
krystalové violeti a byla hodnocena intenzita zbarveni.
Pro srovnani uc¢innosti dezinfek¢nich prostredkd, jejich
koncentrace a zpsobu pouZiti byl pouZit parovy z-test.
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Tabulka 1 Seznam testovanych kmend kvasinek

K maranus 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

. 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
1-1-M2 1-8-M1 1-20-M4 1-41-M3 1-52-M1 1-12-M2

P kudriavzevii 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

o 20-1-4-M3 20-1-9-M3 20-1-20-M2 20-1-47-M1 20-1-50-M4 20-1-72-M4

C. tropicalis
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

Pozndmka: tucné oznacené kmeny tvorily biofilm

Vysledky a diskuse

Tvorba biofilmu

V Tabulce 2 jsou souhrnné uvedeny vysledky inten-
zity tvorby u vSech testovanych druht kvasinek. Variacni
rozpéti predstavuje minimalni a maximalni hodnotu
stupnice intenzity tvorby biofilmu, vedle aritmetického
priméru jsou uvedeny i vzhledem k vyS$i smérodatné
odchylce (> 50 % u C. parapsilosis a C. tropicalis) geo-
metricky primér a medidn. Negativni tvorba biofilmu
byla potvrzena u vSech vybranych kment K. marxianus,
C. inconspicua a C. glabrata. Tvorba biofilmu pak byla
potvrzena u 17 kmenQ 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 %).

Podrobnéjsi vysledky produkce biofilmu jednotlivych
testovanych kmend jsou uvedeny v Tabulce 3. Nejvy-
raznéji tvorily biofilmy kmeny Y. lipolytica (geometricky
pramér 11,2), C. rugosa (9,41), C. tropicalis (5), C. albi-
cans (5,04), C. parapsilosis (4,59) a C. lusitaniae (4).
U dalSich druht kvasinek se geometricky primér pohy-
boval v rozmezi 2,66 az 2,33 (P. kudriavzevii, C. guiller-
mondii a P. fermentans), nejmensi hodnota 1,59 pak byla
dosazena u C. famata.

Vztah mezi tvorbou biofilmu v prostfedi prvovyroby
mléka a naslednym infekénim onemocnénim ¢loveéka neni
popsan v zadné dostupné literature. Infekéni onemocnéni
v zavislosti na biofilmech jsou popisovana hlavné
v nemocni¢nim prostiedi. Kuhn a kol. (2002) srovnavali

tvorbu biofilmu u bioprotetickych prostiedkli mezi druhy
C. albicans C. parapsilosis, C. glabrata a C. tropicalis
a potvrdili, Ze C. albicans produkuje kvantitativné vetsi
Zjistili, Ze produkce a charakteristiky biofilmu pfitom
zavisi na schopnosti kazdého druhu produkovat extrace-
lularni polymerni latky (EPS) a vykazovat dimorfni rist,
ale také na substratu biofilmu, dostupnosti zdroje uhliku
a dalSich faktorech. Podobné Marak a Dhanashree (2018)
potvrdili produkci biofilmt u izol4tt z klinickych human-
nich vzorka C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
a C. krusei. U kmenu C. glabrata nebyla tvorba biofilmu
zaznamenana podobné jako v nasi studii. Tvorbu biofil-
mu C. lusitaniae, méné Castou v ptipadé C. inconspicua
izolovaného z rtznych klinickych materidla potvrdili ve
své praci Hasan a kol. (2009) a Vitalis a kol. (2020).
Vivek a kol. (2015) sledovali tvorbu biofilmu kvasinek
izolovanych z rtiznych klinickych materidlt a potvrdili
silnou produkci biofilmu C. tropicalis (12 z 27), néasledo-
vanou C. albicans (8 z 16), C. parapsilosis (3 z5), C. guil-
liermondii (2 ze 3), K. marxianus (1 ze 3) a C. glabrata
(1 z 1). Ze ziskanych dat zjistili, Ze tzv. NAC (non-albi-
cans) druhy jsou kvalitativné i kvantitativné lepSimi pro-
ducenty biofilmu nez C. albicans. Na rozdil od naSich
vysledktl vSak nepotvrdili u Zadného izolatu P. kudri-
avzevii (n = 6) tvorbu biofilmu. Martins a kol. (2016)
podrobné zkoumali dudlni tvorbu biofilmt C. albicans
s NAC druhy (C. rugosa, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata) izolovanych ze zubnich protéz. Nejhutnéjsi
biofilm tvoftily druhy C. albicans a C. tropicalis, pfic¢emz
v poctech kolonii (KTJ/ml) prevladaly druhy NAC. Ve
srovnani s jednodruhovym biofilmem mély dvoudruhové
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Tabulka 2 Tvorba biofilmu a téinnosti dezinfekénich prostredkd

Statistické BIOFILM CID SUPER (H])] SUPER  CID+SUP SUP+CID CID+SUP SUP+CID
parametry hodnota koncentrace piipravku tas
0,7 % 0,7 % 7% 7% 6 hod 6 hod 24 hod 24 hod
P kudriavzevii var. rozpéti 2-4 1-2 1-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2 1-2,5 1-2 1-2,5
aritm. prim. 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
medidn 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,50 1,50 2,00 2,00
geom. priim. 2,66 1,48 1,16 1,19 0,91 1,34 1,46 1,71 1,85
P fermentans var. rozpéti 2-4 1-2 1-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2 1-2 1-2
aritm. priim. 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
medidn 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,50
geom. priim. 2,33 1,22 1,28 1,05 0,97 1,05 1,00 1,54 1,44
C. parapsilosis var. rozpéti 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. priim. 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
medidn 4,00 2,00 2,00 2,00 1,50 3,50 4,00 2,00 3,00
geom. priim. 4,59 2,57 2,61 2,55 1,89 3,17 3,47 2,76 3,13
C. rugosa var. rozpéti 8-12 4-5 4-5 3-4 3-4,5 4-10 4,5-10,5 3-5 4-5
aritm. priim. 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
medidn 8,00 4,00 4,50 4,00 4,00 7,50 7,50 4,00 4,00
geom. prim. 9,41 4,28 4,49 3,78 3,87 6,91 7,63 413 418
C. guillermondii var. rozpéti 2-4 1-3 1-2 1-2 1-2 1,5-4,5 2-4 2 1,5-2,5
aritm. priim. 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
medidn 2,00 1,75 1,75 1,25 1,25 2,50 2,50 2,00 2,00
geom. priim. 2,38 1,73 1,57 1,32 1,32 2,67 2,76 2,00 1,97
C. albicans var. rozpéti 4-8 2-5 2-4 2-4.5 1-3,5 3-4 3-4 2-4 2-4
aritm. priim. 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
medidn 4,00 3,00 2,00 2,00 2,00 4,00 3,00 2,50 2,50
geom. prim. 5,04 3,11 2,52 2,62 1,91 3,57 3,37 2,71 2,71
C. tropicalis var. rozpéti 2-12 1,5-9 1,5-8 1-5,5 1-8 1-2 1-2 1-7 1,5-7
aritm. priim. 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
medidn 6,00 4,50 4,50 3,75 3,75 1,00 1,25 4,00 4,50
geom. prdm. 5,00 3,88 3,80 3,00 2,97 1,19 1,32 3,27 3,71
C. famata var. rozpéti 1-2 1-2 0,5-1 1-2 0,5-1 1,5-4 2-4 1 1-2
aritm. priim. 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
medidn 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00
geom. priim. 1,59 1,26 0,79 1,26 0,79 2,29 2,52 1,00 1,26
C. lusitaniae var. rozpéti 4 3 3-3,5 2 2 0,5-2 1-2 2,5 3
aritm. priim. 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
medidn 4,00 3,00 3,25 2,00 2,00 1,00 1,00 2,50 3,00
geom. priim. 4,00 3,00 3,24 2,00 2,00 1,00 1,26 2,50 3,00
Y. lipolytica var. rozpéti 6-12 5-10 5-10 4-10 4-8 2 2,5-3 5-10 5-10
aritm. prdm. 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
medidn 12,00 8,00 7,50 8,00 6,00 2,00 2,75 7,00 7,00
geom. priim. 11,20 8,05 7,34 7,32 5,88 2,00 2,74 6,79 6,89

Vysvétlivky: var. rozpéti = variacni rozpéti; aritm. prim. = aritmeticky priimér; sm. odch. = smérodatna odchylka; geom. priim. = geometricky primeér
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Tabulka 3 Tvorba biofilmu jednotlivych kmend testovanych
druh( kvasinek

Druh ni n2 intenzita tvorby biofilmu / pocet kmenii
P kudriavzevii 20 | 17 2/101 4/7

P fermentans 1 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 1 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

Vysvétlivky: n1 = pocet testovanych kmeni; n2 = pocet kmen( s tvorbou biofilmu

biofilmy i vyznamné odlisSnou metabolickou aktivitu a vi-
zualni rozdily v konstituci.

Na rozdil od naSich vysledkt byla také potvrzena,
i kdyz zridka, produkce biofilmu K. marxianus na jinych
zarizenich, jako jsou napt. kardiostimulatory a protetické
srdecni chlopné (Mukherjee a kol., 2014). Rozdilné
vysledky tvorby biofilmu mezi nasi studii a studii jinych
autort (K. marxuianus, P. kudriavzevii, C. glabrata)
rovnéZ potvrzuje zjiSténi, Ze pfi tvorbé biofilmu hraje
dalezitou roli i prostfedi, substrdt a povrch materidlu
(Lagree a kol., 2018).

Vedle negativnich vlastnosti, tj. tvorba biofilmu v hu-
manni nebo veterinarni mediciné, maji i nékteré testo-
vané druhy pozitivni vyuZiti v potravinaiském nebo
jiném pramyslu. Naptiklad schopnost K. marxianus redu-
kovat laktézu je uzite¢na z divodu potencidlu premeénit
pramyslovy odpad ze syrovétky, problematicky odpadni
produkt pro likvidaci, na uzitecnou biomasu pro krmeni
zvirat, potravinarské prisady nebo palivo (Lane a Morris-
sey, 2010). V jinych ptipadech vyvoj biofilmu v mlécnych
vyrobcich pozitivn€ ovliviiuje vlastnosti produkt. Bylo
prokdzano, ze kmeny K. marxianus izolované z fermen-
tovaného koziho mléka hraji také uZitecnou roli pfi zrani
syrtt “Pecorino di Farindola” a “Parmigiano Reggiano™
(Perpetuini a kol., 2018; 2019).

Tabulka 4 Vysledky parového t-testu jednotlivych prostfedkii CID a SUPER

Rovnéz Y. lipolytica, ktera ma dlouhou historii pouZziti
v potravinarském primyslu a rozsifujici se biotechnolo-
gicky potencial, miiZze byt prikladem vzacného oportun-
niho patogenu s tvorbou biofilmu (Abbes a kol., 2017;
Zieniuk a Fabiszewska; 2019). Dalsi kvasinky Can-
dida antarctica a C. rugosa jsou zdrojem primyslové
dalezitych lipaz, C. krusei se pouziva k fermentaci ka-
kaa pfi vyrobé ¢okolddy. C. rugosa se se svou Sirokou
specifitou pro hydrolyzu lipidd také pouZziva jako enzy-
movy dopln€k na podporu traveni tukd (Menden a kol.,
2019).

Ucinek dezinfekénich prostredkii

Vysledky ucinnosti dezinfek¢nich prostredkil jsou su-
marizovany v Tabulce 2, kde jsou uvedeny minimalni
a maximalni hodnoty biofilmu, aritmetického priméru
a smeérodatné odchylky, medianu a geometrického
praméru. Z téchto vysledkt lze konstatovat, Ze pouzité
prostfedky byly ve vSech pripadech ucinné, ale zadny
z nich biofilm dpIné neodstranil. U¢inek dezinfekénich
prostrtedkd vyjadfeny z geometrického priméru byl
pro oba samostatné testované prostfedky s vyrobcem
predepsanou 0,7% koncentraci nasledujici: 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 literatufe neni dostupné srovnani ucinnosti k nami
testovanym dezinfekénim prostfedkim. Ilknur a kol.
(2012) zkoumali biofilmovou tvorbu péti izolati Can-
dida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. kru-
sei a C. tropicalis) a jejich citlivost na pét dezinfek¢nich
prostfedkd (glutaraldehyd, peroxid vodiku, kyselina
peroctova, ortho-ftalaldehyd a chlornan sodny) v rtz-
nych casech tvorby biofilmu (6, 12, 24 a 48 hodin).
Z testovanych dezinfek¢nich prostfedkit méla kyseli-
na peroctovd nejvét§si ucinnost. Vysledky ukdzaly
shodné€ s naSim sledovanim, Ze Zadny z dezinfekEnich
prostfedkd biofilm tGplné neodstra-
nil. Kart a kol. (2014) porovnavali
ucinnost deviti komer¢né dostup-

Statisticke (H]] SUPER CID vs. SUPER CID vs. SUPER X
parametry 079 ys 7% 0.7 %vs. 7% 7% 0.7% nych dezinfek¢nich  prostfedki
t-test 3.26 3.08 267 284 (chlornan sodny, benzalkonium-
P, kudriavzevii - . . . . hlorid hl 1 1 1
vyznamnost **x *x * *x cnlorid, cnloroxylenol, etanol,
f-test 141 300 0.93 1.02 chlorhexidin, peroxid vodiku, ne-
P fermentans = : : : : - . .o J
vyznamnost ns * ns ns mocni¢ni antisepticky koncentrat
o t-test 7,43 4,29 0,90 0,32 s obsahem cetrimidu a chlor hexi-
C. tropicalis - . . . .. .
vyznamnost ok o ns ns dinu, povidon-jod, cetrimid) proti
Y fioi t-test 2,21 8,54 463 1,98 S. aureus, C. albicans a P. aerugi-
peic vyznamnost ns *xk ** ns nosa a v biofilmech s vice bakterial-
) t-test 3,92 5,62 2,08 1,25 nimi druhy. Vysledky ukazaly, Ze
Ostatni - g 2525 p p
vyznamnost Hoxk bl ns ns velikost ucéinku ve vicedruhovém
. , t-test 6,33 8,18 4,61 3,15 biofilmu zavisi na kmeni a pou-
Vsechny kvasinky ’ 292 5 20 v
vyznamnost i el o ** zittm dezinfekénim prostredku.

Vlysvétlivky: * = P < 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001; ns = statisticky nevyznamné

Tim zpochybnili obecné tvrzeni, Ze
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Tabulka 5 Viysledky parového t-testu kombinovaného ucinku CID a SUPER Zaver
Statistické CIDaSUPER CIDaSUPER CIDaSUPER  SUPER a CID

parametry vs. Vs. Zavérem lze Kkonstatovat, Ze
R A vybrané prostfedky a vyrobcem
6 hodin 24 hodin 6 vs 24 hod 6 vs 24 hod predepsand koncentrace dezinfek-
P kudriavzevii t'TESI 0,58 1,34 257 255 ¢nich prostiedkl a zptisob uziti jsou
vyznamnost ns ns i i vhodné pro aplikaci v prvovyrobé
P fermentans et b e EIA 221 mléka k odstranéni biofilmi na do-
vyznamnost s 1E 1 S jicim zafizeni. Zaroveri je duleZité si
C. tropicalis f‘FESt 2,79 2,84 095 0,59 uvédomit, Ze tvorba biofilmu chrani
vyznamnost * * ns ns jejich producenty pred obranou hos-
Y. fipolytica f'FeSt 1,65 0,53 0,49 1,89 titele a antimikrobidlnimi latkami.
vyznamnost ns ns ns ns Proces tvorby biofilmu na povrsich,
Ostatni t-test 1,04 1,55 2,95 3,64 které prichdzeji do styku s potravi-
vyznamnost ns ns ** *x nami, muZe nepriznivé ovlivnit
. , t-test 2,60 2,40 2,66 1,22 mikrobidlni kvalitu potravin, pokud

VSechny kvasinky . g . 2 PSP
vyznamnost * * * ns Jjsou navic tvoreny smisenymi po-

organismy jsou ve vice-druhovém biofilmu vzdy méné
citlivé nez v jedno-druhovém biofilmu.

Srovndni ucinku dezinfekcénich prostredkii

Vysledky srovnani d¢inku CID a SUPER a jejich kon-
centraci jsou shrnuty a statisticky vyhodnoceny v Tabul-
ce 4. Byly hodnoceny uc¢inky pro kazdy druh, pokud bylo
v souboru hodnoceno vice jak Sest testovanych kment
(17 kment P. kudriavzevii, 9 P. fermentans, 8 C. tropica-
lis, 10 Y. lipolytica). V tabulce jsou dale uvedeny souhrnné
vysledky ostatnich druht (22 kmentt) a vysledné hodnoty
celého souboru (66 kmentl). Obecné 1ze konstatovat, ze
lepsi ucinek na biofilmy mély oba pfipravky vzdy s vyssi
koncentraci 7 % a alkalicky prostfedek SUPER piisobil
Iépe na biofilmy pii obou pouzitych koncentracich.
V ptipadé ptipravku SUPER byly rozdily v pouZité kon-
centraci u v§ech kment statisticky vyznamné (P < 0,05 az
P < 0,001). Rozdil mezi pouzitou koncentraci 0,7 a 7 %
pripravku CID byl ve vétSiné pripadd rovnéZ statisticky
vyznamny (P < 0,01 az P < 0,001) s vyjimkou P. fermen-
tans a Y. lipolytica.

Hodnoceni pouZiti 0,7% prostfedki v intervalu
6 a 24 hodin je sumarizovano v Tabulce 5. Pouziti poradi
prostiedkd (CID a SUPER) vykazovalo lepsi ucinnost
v ptipadé poradi CID a SUPER (vyjma P. fermentans,
C. albicans a C. guillermondii), coZ podporuje i vySe
popsané zjisténi, ze alkalicky prostfedek SUPER pusobil
Iépe na biofilmy. Tento rozdil vSak nebyl, s vyjimkou
C. tropicalis, statisticky vyznamny v Zadném z ¢asovych
intervalll. Zajimavym zjiSténim je vyrovnany vyssi
ucinek kombinovanych prostredkil pti 6 a 24 hodinéch,
nebot jsme predpoklddali vyrazné vyssi eliminaci bio-
filmu pfi 6 hodinovém intervalu. Tento vysSi ucinek byl
potvrzen pouze u P. kudriavzevii, P. fermentans, C. tropi-
calis, C. lusitaniae a Y. lipolytica, pricemz statisticky
vyznamné rozdily byly zjiStény pouze u P. kudriavzevii
(P <0,05) a u skupiny ostatnich kvasinek (P < 0,01). Toto
zjisténi podporuje moZnosti vyuZiti pfipravkil v rizném
casovém intervalu v prvovyrobni praxi.

pulacemi bakterii, kvasinek a hub.
Pro vyrobu mikrobiologicky bezpecnych a kvalitnich
produktii v potravinaiském primyslu je proto zapotiebi
leps$i porozuméni procesu ulpivani bakterii na technolo-
gickych zatizenich. Z téchto divodt je jednou z hlavnich
vyzev soucasné potravinarské mikrobiologie identifikace
novych nastroji schopnych predchazet nebo odstranovat
biofilmy smiSenych druhii (Zara a kol., 2020; Gebreyo-
hannes a kol., 2019).

Podeékovdni:
Piispévek vznikl za podpory projekti MZe ZEME
QK1910092 a MZe RO1422.
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Antimastitis vaccination as a variant of
reduction to the use of antibiotics in dairy
cows — a case study

Abstrakt

Projekt ,,Vyvoj metod redukce priniku antibiotik do
prostiedi v chovu dojnic jako podpora prevence vzniku
antibiotické rezistence mikroorganismi (MZe NAZV
Zemé QK 21010123)* cili na postupné vytvareni vhod-
nych podminek pro moznost snizeni spotfeby antibiotik
(z ekonomickych a prostfedovych divodi) a omezeni
ristu rezistence patogentl k antibiotikiim v mlékarském
prostiedi CR. Tyto naméty a jejich realizace mohou byt
vyznamné v ochrané Zivotniho prostfedi, vefejného zdravi
a v tvorbé udrZitelného, prostfedové priznivého odvétvi
Zivocisné vyroby. Toho lze docilit rdmcové zejména
naslednymi kroky: — vytvofenim vhodnych algoritmi
efektivni selekce dojnic k antibiotickému/neantibiotic-
kému zasuSeni laktace dojnic podle dynamiky mléénych
ukazatelu v kontrole uZitkovosti béhem laktace; — efek-
tivni aplikaci antimastitidni vakcinace dojnic (pfedevsim
intradermalni, s lep$i podporou welfare dojnic) pfi kon-
trole jejich zdravotniho stavu; — dc¢innymi pozitivnimi
modifikacemi v technologii zasuSeni laktace dojnic bez

aplikace antibiotik v pifipad¢ jejich dobrého zdravotniho
stavu mlécné Zlazy b&hem laktace. Dlouhodobé, pravi-
delné pouZzivani téchto inovacnich piistupti v mlékarské
praxi miZe prispét: — k poklesu antibiotické rezistence
mastitidnich patogennich mikroorganismii ve stiddech
dojnic; — ke sniZovani rizika vyskytu rezidui inhibi¢nich
latek v mléce v potravinarstvi. V retrospektivni praktické
studii (5 rokd) aplikace antimastitidni vakcinace (intra-
muskularni, pak intradermdlni, jedna se o autogenni
intradermalni vakcinu s antigeny Escherichia coli a Kleb-
siella pneumoniae) dojnic holStynského stdda (n = 580)
a pri soubézném pouzivani post-dipu Valiant: — poklesl
pocet pripadi mastitid (klinickych a zavaznych subkli-
nickych) zarok z 98 na 9; — pokleslo procento vyfazenych
a uhynulych krav v souvislosti s mastitidami o vice nez
93 %; — byla, na zdklad¢ kultivaci, vyrazné sniZena
spotfeba antibiotik z 1 160 tis. K& (2. rok) na 135 tis. K¢
(5. rok); — stoupl vyrazné€ prodej mléka z 93,3 % (3. rok)
na 99,2 % (5. rok). Od pocatku intradermdlni vakcinace
je zfejmy niz§i vyskyt reprodukénich onemocnéni (pyo-
metra, zadrzeni placenty), niz§i ndklady na reproduk-
ci a nizsi ndklady na 1écbu mastitid. Na pordZce byly
konfiskovany ¢tvrté mlécné 7Zlazy postizené abscesy po
injekéni aplikaci vakciny, coZ bylo intradermalni aplikaci
eliminovano. Obecné je tato vakcinac¢ni metoda efektivni
predevsim pfi feseni problémi s Gram- patogeny.

Klic¢ova slova: dojnice, reprodukce, mléko, mastitida,
vakcinace, antibiotikum, zdravi, patogen, rezistence,
Zivotni prostredi

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
Zemé 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 long-term, regular use
of these innovative approaches in dairy practice can con-
tribute to: — reducing the antibiotic resistance of mastitis
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