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Abstrakt

V praci byla ovéfena a porovndna ucinnost Ctyr
dezinfek¢nich prostredkd Savo, Jod, Fisherbrand-des
2000 a STAR v suspenzi a na neporéznim povrchu na rist
kvasinek a tas izolovanych z bazénovych vzorkl krav-
ského mléka. Celkem bylo testovano 12 druhd kvasinek
Kluyveromyces marxianus, Candida inconspicua, Pichia
kudriavzevii, Pichia fermentans, Candida parapsilo-
sis, Candida rugosa, Candida guilliermondii, Candida
tropicalis, Candida famata, Candida lusitaniae, Candida
glabrata, Candida albicans a 2 druhy tas Prototheca bo-
vis a P. blaschkeae. Biocidni Gc¢inek byl u vSech testo-
vanych prostfedkil potvrzen, vyjma niz§ich koncentraci
u Sava, a byl srovnatelny jak v suspenzi, tak na nepo-
réznim povrchu.

Klicova slova: kravské mléko; kvasinky; fasy; dezin-
fekce

Abstract

The work verified and compared the effectiveness of
four disinfectants Savo, Iodine, Fisherbrand-des 2000
and agent STAR in suspension and on a non-porous sur-
face on the growth of yeast and algae isolated from bulk

tank milk samples of cows. A total of 12 yeast species
Kluyveromyces marxianus, Candida inconspicua, Pichia
kudriavzevii, Pichia fermentans, Candida parapsilo-
sis, Candida rugosa, Candida guilliermondii, Candida
tropicalis, Candida famata, Candida lusitaniae, Candida
glabrata, Candida albicans and 2 species of algae Proto-
theca bovis and P. blaschkeae were tested. The biocidal
effect was confirmed for all selected agents, except for
lower concentrations in Savo, and was comparable both
in suspension and on a non-porous surface.
Keywords: cow milk; yeast; algae; disinfectant

Uvod

V prostiedi prvovyroby mléka jsou vaznym zdravot-
nim problémem patogenni mikroorganismy s produkci
biofilml. Tato spolecenstvi nabyvaji klinického vyzna-
mu a vznikaji Casto chronické a t€zko 1écitelné choro-
by (Mukherjee a Chandra, 2004; Tande a kol., 2014).
Kvasnickova a kol. (2016) popisuji pivodce tzv. bio-
filmovych infekci, mezi které fadi koagulasa-negativni
stafylokoky, S. aureus, zastupce streptokokil, predevsim
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, méné
casto Streptococcus pneumoniae, enterokokl, gramnega-
tivnich bacild (napf. Escherichia coli, P. aeruginosa)
a anaerobnich bakterii (napt. Clostridium spp., Bacte-
roides fragilis, Peptostreptococcus spp. a Actinomyces
spp.). Z mykobakterii pak 1ze uvést Mycobacterium tuber-
culosis (Ojha a kol., 2008). NejcastéjSimi ptivodci infekei
ze skupiny eukaryotnich mikroorganismu jsou kvasinky
Candida albicans a Candida parapsilosis, a zastupci
plisni Aspergillus spp. (Azzam a kol., 2009; Cavalheiro
a Teixeira, 2018). Zna¢ny vyznam pak v prvovyrobé
mléka maji ty patogenni druhy, které tvori biofilmy
a zaroven jsou i piivodci mastitidniho onemocnéni. Za
nejcastéjsi pivodce tohoto onemocnéni jsou oznacovany
Staphylococcus aureus a dale environmentalni mikro-
organismy (Escherichia coli, Klebsiella spp., Citro-
bacter spp., Enterobacter spp.), koaguldza-negativni
stafylokoky (CNS), streptokoky (Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae) a enterokoky (Enterococ-
cus faecalis, Enterococcus faecium), stejné jako nebak-
teridlni mikroorganismy jako Candida spp. a Prototheca
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spp. (Aalbaek a kol., 1994; Zadoks a Fitzpatrick, 2009;
Vyletélova a kol., 2010; Contreras a Rodriguez, 2011;
Jagielski a kol., 2019).

Prototekové mastitidy postihuji i vysoce produktivni
dojnice, chované v horsich zoohygienickych podmin-
kach. Nemoc je obvykle spojend s vyrazné sniZenou
produkci mléka a prudkym zvysSenim poctu somatickych
bunek > 1 000 000 v 1 ml (Janosi a kol., 2001; Dworecka-
Kaszak a kol., 2012). Hlavnim rysem prototékové infek-
ce je postupny pokles mlécné produkce v postizené
ctvrti, protoZe fasa nenavratné méni a poskozuje tkan
mlécné zlazy (Alves a kol., 2017; Suvajdzi¢ a kol., 2017).
Pokud je jiz naruSen imunitni systém, napt. u krav, které
uz v téze laktaci prodélaly mastitidu zplisobenou jinymi
plvodeci, jsou az dvakrat nachyInéjsi k infekci prototékou
a riziko se jeSté zvysi, pokud byla diive pouZzita antibio-
tika (OMAFRA, 2023).

V praci byl testovan biocidni ucinek dezinfekénich
prostfedkl v suspenzi a na neporéznim povrchu na rast
vybranych druht kvasinek a fas, které byly izolovany
z bazénovych vzorkt syrového kravského mléka.

Material a metody

Vybér testovanych kmeni kvasinek a ras

Vybrané kmeny kvasinek a fas izolované z bazénovych
vzorkl mléka, jejich izolace a druhova identifikace byly
podrobné popséany v publikaci Klimesova a kol. (2022).
Z téchto kment byly vytvoreny 3 testovaci smésné vzorky
kvasinek (skupina A, B a C) a smésné vzorky prototék
(skupina D). Celkem bylo testovano 12 druhti kvasinek
a 2 druhy tas — Kluyveromyces marxianus (dtive Candida
kefyr), C. inconspicua, Pichia kudriavzevii (dtive C. kru-
sei), Pichia fermentans (dtive C. lambica), C. parapsilo-
sis, C. rugosa, C. guilliermondii , C. tropicalis, C. fama-
ta, C. lusitaniae, C. glabrata, C. albicans, Prototheca
bovis (dfive P. zopfii gen. 2) a P. blaschkeae (Tabulka 1).

Testované dezinfekcni prostiedky, koncentrace
a doba pusobeni

Pro testovani byla pouzita nasledujici koncentrace tes-
tovanych prostredkii a doba pasobeni (kontaktni Cas):

Savo — (Savo original, 1 litr, komercni prostfedek
s obsahem chlornanu sodného 4,7 g/100 g) — byla testo-
véna 1, 5 a 10% koncentrace a fedény ptipravek podle
navodu (20 ml Sava + 90 ml sterilni destilované vody).
Doba pisobeni 15 a 30 minut;

Jod — (Lugolav roztok, P-Lab, Praha; sloZeni 5 g jodu,
10 g jodidu draselného a 85 ml destilované vody) — pro
testovani v suspenzi (metoda 1) bylo pouZito fedéni 1:1,
na neporéznim povrchu (metoda 2) bylo pouZito fedéni
1:1, 1:2 a 1:4. Doba puisobeni byla pro obé metody 15
a 30 minut;

Fisherbrand-des 2000 — (Fisher Scientific, FB 2000),
aktivni slozku tvoti N-(3-Aminopropyl )-N-dodecylpro-
pane-1,3-diamine. Testovana byla 3% koncentrace, doba
pusobeni 15 a 30 minut;

STAR — jedna se o pfipravek bez obsahu chloru (Pod-
lahy Dezinfek¢éni Strojni ¢iSténi — pro potravinarsky
pramysl; Everstar, Sumperk), kde dezinfek¢ni slozku
tvofi smés dvou kvarternich amoniovych soli KAS
(Benzalkonium chloride a Alkyl dimethyl ethylbenzyl
ammonium chlorid). Byla testovana 5% koncentrace

a doba ptisobeni 10 minut.

Metody testovdni ucinku dezinfekcnich prostiedkii

Utinek dezinfekénich prostiedkl byl testovéan jednak
v suspenzi, jednak na neporéznim povrchu. Pro testovani
byly pouZity nasledujici metody podle platnych norem:

1. Metoda podle CSN EN 1650 (66 5203) — kvantita-
tivni zkouska v suspenzi k hodnoceni fungicidni nebo
protikvasinkové aktivity.

Postup: z Cerstvé kultury vybranych kvasinek a fas
byly pfipraveny ve fyziologickém roztoku testované
suspenze tak, aby jejich vychozi koncentrace (kontrola)
byla 1,5-5 x 107 KTJ/ml. K 1 ml 10% roztoku Skim Milk
(HiMedia) byl pfidan 1 ml suspenze kvasinek nebo fas,
nésledné po 2 minutich bylo pfiddno 8 ml dezinfekéniho
pripravku o dané koncentraci a zkumavka s touto smési
byla vloZena do vodni 1azné o teploté 20 °C po dobu 10
az 30 minut (kontaktni ¢as). Po uplynuti kontaktniho
casu byl odebran 1 ml smési a pfidan k 8 ml thiosiranu
sodného (6 mg/l) a ponechan plisobit 5 minut pro neutra-
lizaci dezinfekce. Poté byl ze zneutralizované smési ode-
bran 1 ml a vyockovan duplicitné na Petriho misku a zalit
GKCH agarem (Milcom, Téabor) o teploté 45 °C. Nasle-
dovala inkubace pti 30 °C/48 hodin. Kontrolni vzorek byl
pripraven stejnym postupem, jen namisto dezinfekénich
prostredki byla pouzita sterilni destilovana voda.

2. Metoda podle CSN EN 13697+A1 (66 5209) —
kvantitativni zkouska na neporéznim povrchu k vy-
hodnoceni baktericidniho a/nebo fungicidniho té¢inku.

Postup: z Cerstvé kultury kvasinek a fas byla pfipravena
testovana suspenze podle metody 1. K 1 ml této suspen-
ze byl pfidan 1 ml 2% roztoku Skim Milk a dikladné
promichan. Poté bylo preneseno 0,05 ml suspenze na ko-
vovy pliSek nebo na dno sterilni nddobky, ktera se nechala

Tab. 1 Seznam testovanych kmenu

skupina A | K. marxianus 1-1-M4 1-4-M 1-27-M1
C. inconspicua 1-46 M2 1-53 M2 1-61 M2
PR kudriavzevii 1-1-M2 1-8-M1 1-20- M4
P fermentans 1-7-M 1-18-M1 1-23 M2
C. parapsilosis 2-21 M2 2-24 M1 2-26 M4
C. rugosa 1-26M 1-88 M1 2-14 M1

skupina B | C. guilliermondii 1-27 M2 2-69 M4 4-9 M6
C. tropicalis 2-35 M4 20-1-4 M3 | 20-1-9 M3
C. famata 3-6 M10 4-13 M3 4-25 M6
C. lusitaniae 20-1-8 M1 | 20-1-75-M1 | 20-1-76-M2
C. glabrata 20-1-5 M1 | 20-1-54 M7

skupina C | C. albicans 1-32 M2 2-6-M1
C. albicans 2-29-M4 20-2-4 M2

skupina D | P bovis 3-11 M 3-21 M5
P, blaschkeae 3-10 M3
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Tab. 2 Vlysledek ucinnosti dezinfekénich prostiedki v suspenzi (log R)

susit pfi 37°C do viditelného uschnuti (cca
20 — 30 min). Po ususeni byl pfidan 0,1 ml

. skupina A skupina B skupina C skupina D
testovaného  dezinfekentho  prostredku koncentrace/ 15min 30 min 15min 30min 15min 30 min 15min 30 min
a nechal se pusobit poZadovanou dobu. tas
Nakonec bylo priddno 10 ml neutraliza- | SAVO 1% 1,96 | 2,07 | 1,90 | 198 | 2,08 | 211 | 1,73 | 2,09
toru (Dey-Engley Neutralizing Broth; Hi- 5% 2,03 | 207 | 202 | 203 | 215 | 2,16 | 1,82 | 185
Media), ktery se promichal i s pfidanymi 10% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
sterilnimi sklenénymi kulickami, a vSe 20:90 >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4
se nechalo jest¢ 4 min stat. Z této sus- |JOD 11 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
penze byla pripravena fada fedéni, ze |FB 3% >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4
které se kultlv?vaflvl ml stejné’ jako u me- 10 min pr— 10 min 10 min
tody 1 popsané vyse. Kontrolni vzorek byl STAR 5% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

pfipraven opét stejnym postupem, namisto
dezinfekcénich prostfedkit byla pouZita
sterilni destilovana voda.

Tab. 3 Vlysledek ucinnosti dezinfekénich prostredkd na neporéznim povrchu

(log R)
Vysledky a diskuse skupina A skupina B skupina C skupina D
koncentrace/ 15 min 30 min 15min 30 min 15min 30 min 15 min 30 min
Py ., . . tas
U A UL D 2 D 282 0 e 19% 220 | 221 | 208 | 2,69 | 202 | 213 | 201 | 2,10
prostiediai v suspenzi 5 5% 281 | 300 | 260 | 277 | 278 | 294 | 269 | 277
Vysledky ucinnosti jsou podrqbne uve- 10% s | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4
deny v Tabul.ce 2. Pro ‘stanovenl r.edukce 20:90 od | 54 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >a
poctu kolonii (R) ucinkem dezinfekce D | 1112 1:4 | >3 >3 >3 >3 >3 >3 -4 -4
pfi daném kontaktnim Casu byl odetten |5 2% >3 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4 | >4
logaritmus poctu prezivSich kolonii s de-
zinfekei (P) od logaritmu koncentrace 10 min 10 min 10 min 10 min
mikroorganismii bez pouzité dezinfekce |STAR 5% >4 >4 >4 >4

(K): LogR = logK — logP. Dezinfekce

ma v testované koncentraci a pfi aplikaci daného kon-
taktniho casu levurocidni d¢innost na kvasinky, jestlize
dojde k poklesu KTJ alesponi o 4 log rady. Podle téchto
hodnoticich kritérii byla hodnocena uc¢innost i na testo-
vané kmeny fas. Biocidni ucinek (LogR > 4 log fady)
byl potvrzen u vsSech testovanych prostredkil, v pripadé
Sava aZ pti koncentraci 10% a pfi fedéni ptipravku podle
navodu u vyrobku 20:90 (Tabulka 2).

Lassa a kol. (2011) sledovali dezinfekcni dcinek pii-
pravki urcenych pifimo na oSetteni strukd: Dipal (s aktiv-
ni slozkou 1% dostupného jodu; DeLaval), dile Teat
s obsahem KAS, kde skupina litek a mechanismus
biocidniho ucinku jsou stejné jako u naseho pfipravku
STAR (3% didecyldimethylamoniumchlorid DDAC
a kvartérni amoniova sloucenina QAC; lodex) a pripravek
Blu-gard (2% kyselina dodecylbenzensulfonovd DBSA;
Henkel-Ecolab) a potvrdili také, Ze vSechny dezinfekcni
prostifedky vykazovaly sterilizacni tcinek s aplnou elimi-
naci vSech sledovanych kmend P. zopfii, bez ohledu na
dobu expozice a pouzité koncentrace.

Vyhodnoceni v¢innosti dezinfekcnich prostiedku na
neporéznim povrchu

Hodnoceni bylo provedeno stejné jako u 1. metody
a vysledky ucinnosti jsou uvedeny v Tabulce 3. Dezin-
fekci I1ze hodnotit jako ucinnou (jak pro kvasinky, tak
rasy), pokud dojde k poklesu KTJ alespoii o 3 log fady.
Biocidni uc¢inek dezinfekénich prostfedkil na neporéznim
povrchu je srovnatelny s vysledky v suspenzi. VSechny

testované prostredky byly ucinné (LogR > 3 log tady),
u Sava opét aZ pti vyssi koncentraci 10 % a pfi fedéni dle
navodu vyrobce (20:90).

Podobné s nékterymi naSimi prostfedky testovali Gon-
calves a kol. (2015) ucinek tfi sanitacnich prostfedkl
— roztoku jodu, kyseliny dodecylbenzensulfonové
(DBSA-antimykotikum) a didecylmethylamonium chlo-
ridu (DDAC). Byla tak prokdzana ucinnost vSech tfi
latek, pricemZ nejvyssi byla u roztoku jodu, ktery mél
sterilizacni tcinek i pfi fedéni zasobniho roztoku 1:100,
zatimco u DDAC bylo tfeba fedéni 1:10 a DBSA 100 %
fungovala pouze v nefedéném stavu.

Zavér

Mastitidni infekce jsou ekonomickou zitéZzi kazdého
prvovyrobce mléka. Nékteré zdroje uvadéji, Ze stale patii
mezi jedny z nejzdvaznéjSich onemocnéni na mléénych
farmach, které zpusobuje velké ekonomické ztraty i na
farmach s jejich nizkym vyskytem. Klinickd a subkli-
nickd mastitida, kterd zGstava chronickou, preziva i ob-
dobi stani nasucho a mize se projevit i v nasledujicich
laktacich. Eliminace nezadoucich mikroorganismd, které
mohou zpusobovat mastitidni onemocnéni spolu s nad-
mérnym pouZzivanim antibiotik béhem laktacniho obdo-
bi, a tim nésledny pokles mlécné produkce, je v zdjmu
nejen vyrobct,, ale i zpracovateli mléka. PouZivani
vhodnych dezinfekénich prostfedkil nejen k oSetfovani
struk, ale i pro dezinfekci v prostfedi prvovyroby, mize
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dopomoci k uspéSnému snizeni vyskytu patogennich
mikroorganismu.

Podékovdni:
Piispévek vznikl za podpory projekti MZe ZEME
QK1910092 a MZe RO1423.
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EXOPOLYSACHARIDY BAKTERI{
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Exopolysaccharides of lactic acid bacteria and
bifidobacteria

Abstrakt

PredloZeny clanek shrnuje soucasné poznatky o struk-
ture exopolysacharidi produkovanych zastupci bakterii
mlécného kvaseni a bifidobakteriemi. Zvlast je pojed-
nano o strukturfe a mechanismu vzniku homopolysa-
charidi a heteropolysacharidi. Dalsi ¢ast se vénuje
funkc¢né-zdravotnim charakteristikim exopolysacharida
s dirazem na jejich prebioticky potencial, antibakterial-
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