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Cil metodiky

Metodika je urCena pro in Vitro posuzovani G¢innosti sanita¢nich roztoku vuci
biofilmim tvofenym mikroorganismy vyskytujicimi se v mlékarenskych a dal$ich
potravinaiskych provozech. Metodika umoznuje hodnotit vS§echny typy roztokli pouzivanych
Vv provoznich podminkach k sanitaci povrchii technologickych zafizeni a pomucek, a to véetné
roztoka obsahujicich povrchové aktivni latky, které mohou pii testovani jinymi metodikami
zkreslovat vysledky. Metodika rovnéz umoziiuje simulovat plisobeni sanitacnich roztokd na
biofilmy uchycené na nerezu a dalSich materialech, aby co nejlépe modelovala provozni
podminky.

Vlastni popis metodiky

Mikroorganismy

Pro préci se ptfipravi mikroorganismy, napt. sbirkové kmeny nebo izolaty z daného
provozu vybrané dle uéelu stanoveni. Cerstvé se nakultivuji ve vhodnych neselektivnich
tekutych kultiva¢nich médiich (naptf. Brain Hearth Infusion Broth, Glucose Trypton Yeast
Extract Broth, apod.). Kultivuje se pfi vhodné teploté, ve vhodné atmosféfe a po dobu
potfebnou k tomu, aby dany kmen vykazoval dostatecny, okem pozorovatelny narist.
Kultivace se provadi aerobné, popt. v termostatu s modifikovanou atmosférou dle ristovych
pozadavku testovanych kment. Prace s kmeny, které vyzaduji kultivaci v anaerostatech se
z kapacitnich divodi nedoporucuje.

Denzita mikroorganisma v odebiranych vzorcich se stanovuje standardné jako celkovy
pocet mikroorganismi, popt. odpovidajicimi selektivnimi kultivacnimi postupy.

Kultivaéni média

Pro tvorbu biofilmu urceného k testovani G¢innosti sanitacnich roztokl lze pouzit jak
syntetickd, tak modelovéa tekutd média. Neselektivni syntetickd tekutd média vhodna pro
kultivaci daného druhu mikroorganismu se piipravi podle navodu vyrobce.

Modelova tekutd média se voli tak, aby na testovacich destickach netvofila nadmérné
mnozstvi usazenin. Kvuli usazovani bilkovin a popft. i tuku proto nejsou vhodnymi médii
mléko ani smetana. Nicméné pouZit 1ze suSené odstfedéného mléko obnovené na koncentraci
nejvyse 5,0 g/100 ml. Prostiednictvim suSeného odstiedéného mléka obnoveného na nizké
koncentrace (0,1 g/100 ml a vyssi) lze modelovat tzv. ,,bilé vody*. Média na bazi mléka se
tepelné osetii pti 110 °C po dobu 20 minut.

Pouzit 1ze rovnéz nezahusténou sladkou syrovatku, u které se pH upravi na hodnotu
4,4 £ 0,2, provede se tepelné oSetieni pii 110 °C po dobu 20 minut, poté se vysrazené
bilkoviny asepticky odstiedi pti 4000g-6000g po dobu 15 minut a zneutralizuje se pH na
hodnotu vhodnou pro rist testovaného mikroorganismu pomoci sterilniho roztoku NaOH o
koncentraci 4 mol/l. Takto upravenou syrovatku lze pouzit nefedénou, anebo fedénou sterilni
destilovanou vodou v objemovém poméru 1:1.

Optimalizace podminek pro vytvoreni biofilmu

Pro testovani ucinnosti sanita¢nich roztokl je potieba pfipravit dostatecné mnozstvi
biofilmu. Ktomu je potieba vybrat vhodné produkéni kmeny mikroorganismii a/nebo
optimélni podminky kultivace. Podle tcelu stanoveni se bud’ usiluje o vytvofeni optimalniho
mnozstvi biofilmu, anebo se pfipravi pfijatelné mnoZstvi biofilmu pro pevné dany soubor
kmenti nebo pro pevné dané podminky kultivace.

Potencidln¢ vyuzitelné¢ kmeny nakultivované v neselektivnim syntetickém tekutém
médiu se natedi v poméru 0,3 ml kultury do 10 ml sterilniho neselektivniho syntetického
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tekutého média. Odtud se na mikrotitra¢ni desticky pfedem vyplachnuté 70% etanolem a
ususené na vzduchu nadavkuje po 100 pl natedéné kultury. Od kazdého kmene se piipravi 5-7
mikrotitracnich desti¢ek se 4 jamkami obsazenymi danym kmenem a 4 jamkami sterilnim
médiem jako kontrolou. Na kazdou desti¢ku se davkuji pouze kmeny se stejnou teplotou a
atmosférou kultivace. Kultivuje se bud’ pfi teplot¢ vhodné pro rist daného kmene, nebo pii
teplot¢ modelujici podminky na provoze. Ptiblizn¢ kazdych 24 h se hodnoti mnozstvi
biofilmu na jedné paralelné pfipravené mikrotitra¢ni desticce.

Na mikrotitratni desticce se vizudln€¢ zhodnoti, zda mikroorganismy za podminek
metody narostly. Nasledné se obsah desticky slije, desticka se 5x promyje destilovanou vodou
a do jamek se napipetuje 150 pl 0,1% vodného roztoku krystalové violeti. Barvi se po dobu
45 minut, pak se barvivo slije a desticka se 5x promyje destilovanou vodou a necha okapat.
Obarveny biofilm se poté rozpusti ve 150 pl 95% etanolu. Zméii se absorbance pti 560 nm.

Pro jednotlivé kmeny a doby kultivace se spo¢ita primérna absorbance ze ¢ty jamek
oCisténad o priméernou absorbanci kontrolniho vzorku. Jak odpovida opakovatelnosti metody,
absorbance paralelnich jamek by se mezi sebou nemély liSit o vice nez 0,15. Interpretace
vysledk je nésledujici:

¢ Vhodné kmeny kultivované po vhodn¢ dlouhou dobu dosahuji absorbance mezi 0,45 a
1,0.

e Absorbance nad 1,0 znac¢i vhodny kmen, ale pfili§ dlouhou dobu kultivace. Nicméné
pfi hodnoceni uz po 24 h kultivace tento pfipad nenastava.

e Pokud absorbance ptfevysi hodnotu 0,05, avSak v zddném =z hodnocenych casii
nepiesdhne hodnotu 0,45, kmen je méné vhodny a méla by byt zvazena ucelnost jeho
dalsiho pouziti a doba kultivace zvolena tak, aby bylo dosazeno maximalni
absorbance.

e Absorbance pod 0,05 znaci, Ze dany kmen biofilm netvofi, a tedy ho nelze pouzit.

Uvedeny postup pfedstavuje screeningovou metodu, kterd umozituje jednoduchym
zpusobem a i z velkého mnozstvi kombinaci kment a podminek kultivace vybrat varianty pro
vlastni testovani. To vSak bude probihat za mirné odliSnych podminek (jiny podkladovy
material pro tvorbu biofilmu, popt. také jiné kultivaéni médium), a proto se intenzita tvorby
biofilmu zjisténa obéma metodami v nékterych piipadech miZze liSit. Zjist€éna absorbance
mezi 0,05 a 0,45 proto pouze upozorituje na potencialné méné vhodny kmen, avSak jeho
pouziti nevylucuje.

Experimentalni sestava

Metodika umoznuje otestovat ucinnost sanita¢nich roztoki vic¢i biofilmim
uchycenym na nerezu, skle, plexiskle, polystyrenu, apod. neporéznich, pevnych a tepelné
odolnych materidlech. Doporucuje se nechat si z vybranych materiali na zakazku vyrobit
desticky o rozmérech 110 x 25 x 1 mm. Uvedené rozméry vhodnym zpisobem napliluji
potieby kladené na geometrické usporadani experimentélni sestavy. Alternativné lze pouzit
komercn€ dostupna podlozni sklicka pro mikroskopii o rozmérech 76,2 x 25,4 x 1 mm.
Vyrobené desticky nebo podlozni sklicka (dale jen ,,desticky*) se vysteriluji suchym teplem
pii 180 °C po dobu 2 h.

Vysterilované desticky se vlozi do reagencnich lahvi s GL Sroubovym uzévérem o
objemu 250 ml a pfilije se 200 ml nesterilniho kultivaéniho média. Poté se médium
Vv reagen¢nich lahvich 1 s destickami tepelné oSetii za podminek uvedenych vyse. Vyjimkou
jsou média na bazi syrovatky, kterd se do reagen¢nich lahvi vysterilovanych suchym teplem
pii 180 °C po dobu 2 h asepticky nadavkuji po sterilaci a odsttedéni (postup viz vyse).

Testovani ucinnosti sanitacnich roztoku proti biofilmim
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Pro kazdy testovany kmen se pfipravi minimaln¢ tii reagencni lahve s destickou a
kultivaénim médiem pro stanoveni mnozstvi biofilmu pfed sanitaci a minimalné po tfech
lahvich pro kazdy sanitacni roztok, ktery ma byt vii¢i biofilmu daného kmene otestovan. Tyto
lahve se naockuji 1 % obj. Cerstvé pfipravené kultury testovaného kmene. Nasleduje kultivace
biofilmu za podminek optimalizovanych podle vySe uvedeného postupu. Doporucuje se
zkontrolovat denzitu mikroorganismil v médiich pted a po kultivaci.

Vsechny desti¢ky s biofilmem se sterilni pinzetou vyjmou z lahvi, vlozi do kadinek a
z kazdé strany oplachnou 25 ml sterilni destilované vody. K manipulaci s destickami se
s vyhodou vyuzije plocha ptesahujici rozméry podloznich skli¢ek. Oplachnuté desticky se
odkladaji do sterilnich vzorkovnic, krabi¢ek, apod. nadob, které umoziuji opiit desticky tak,
aby se nakultivovany biofilm ani z jedné strany desticky nedotykal nddoby a neotiral se.

Z desticek urCenych pro stanoveni mnozstvi biofilmu pied sanitaci se odeberou stéry.
Stiraji se obé strany desti¢ky (bez hran), v ploSe, kterd byla ponofena v kultivaénim médiu,
S vyjimkou centimetrového pasu v mistech, kam dosahovala hladina média. Pouzit 1ze bézné
dostupné typy stérovek (napf. polyuretanové houbickové stérovky, transportni stérovky
z umélého hedvabi, vatové stérovky, apod.). Stanovi se denzita mikroorganismil ve stérech.

Desticky, které maji byt vystaveny ptisobeni sanitacnich roztokd, se postupn¢ vkladaji
do ¢&istych reagencnich lahvi s 250 ml testovanych sanita¢nich roztokti vytemperovanych na
vodni 1azni na testovanou teplotu. Najednou se vzdy zpracovava jen tolik desti¢ek, u kolika je
technicky mozné ohlidat pozadovanou dobu pusobeni sanita¢nich roztokl. Jestlize se
sanita¢ni roztok pouziva ve formé pény, vytvoii se dostatek pény pomoci elektrického slehace
a pena s destickou se vlozi do sterilni kadinky zakryté alobalem. Po uplynuti testované doby
pusobeni roztoku se desticky sterilni pinzetou vyjmou, oplachnou zkazdé strany 25 ml
sterilni destilované vody a bezprostiedné se zbytky biofilmu po sanitaci setfou. Nasledn¢ se
stanovi denzita mikroorganismil ve stérech.

Interpretace vysledkii

Mnozstvi biofilmu pifed a po sanitaci se vyjadii jako pocet kolonietvornych jednotek
(KTJ) ve stérech ziskanych za podminek metody a spocita se jako aritmeticky pramér
minimalné ze tii paralelnich stanoveni. Primérnd hodnota se nasledn¢ logaritmuje. Dil¢i
vysledky paralelnich stanoveni by se mezi sebou nemély liSit o vice nez 2 log KTJ/stér. Tato
hodnota odpovidad opakovatelnosti metody a indikuje nutnost neomezovat se na jediné
stanoveni, ale pracovat minimalné se tfemi paralelnimi vzorky.

K prikaznému dil¢imu ubytku biofilmu pisobenim sanitanich roztokd dochazi,
pokud je rozdil primérnych hodnot pied a po sanitaci vyssi nez 3 log KTJ/stér. Vysledkem,
ktery je z hlediska aplikace sanita¢nich roztokl v provoznich podminkach Zadouci, je snizeni
mnozstvi biofilmu pod mez detekce ve vSech paralelnich stanovenich. Z toho plyne, Ze ¢im
vy$$i je pocateCni mnoZstvi biofilmu, tim U¢inngji lze sanitacni roztoky navzajem porovnat.
Zadouci je, aby mnoZstvi biofilmu pfed sanitaci dosahovalo hodnot 6-8 log KTJ/stér.

Srovnani novosti postupt

Pro testovani ucinnosti sanitanich roztokdi vi¢i planktonickym buikdm existuji
standardizované postupy, napt. CSN EN 1276 (2020), v piipadé testovani viiéi biofilmim je
vSak situace komplikovangjsi. Piedlozena metodika reaguje na aktualni potfebu mit
k dispozici postup pro hodnoceni G¢innosti sanita¢nich roztokt proti biofilmim, a to véetné
roztoki obsahujicich povrchové aktivni latky. Pouziti povrchové aktivnich latek v sanita¢nich
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kombinace. Povrchové aktivni latky se pouzivaji bud’ jako zaklad, anebo ke zlepseni uzitnych



vlastnosti sanita¢nich roztokt na bazi jinych aktivnich latek. V tom piipad¢ maji napt. funkci
smaceci, antiredepozitni, pénotvornou nebo antimikrobidlni.

Schopnost povrchové aktivnich latek hromadit se na fdzovych rozhranich vSak miize
zpusobovat, ze tyto latky pii barveni a kvantifikaci biofilmu nékterymi metodami zptsobuji
falesné pozitivni vysledky (Némeckova a kol., 2017). V literatute jsou proto dostupné udaje o
ucinnosti pouze zakladnich roztok obsahujicich nejbéznéji pouzivané aktivni latky (napf.
Jagli¢ a kol., 2012, Bremer a kol., 2006, de Silva Fernandes a kol., 2017, Belessi a kol., 2011).
Problematiku tvorby biofilmi v prvovyrobé a zpracovani mléka a testovani ucinnosti
sanita¢nich roztokl ptehledné zpracovali Vlkova a kol. (2008).

Tvorba biofilmu riznymi kmeny mikroorganismu za raznych podminek kultivace a
ucinnost sanitacnich roztokti vi¢i biofilmim je nejcastéji hodnocena na mikrotitratnich
destickach spektrofotometricky, po barveni biofilmu krystalovou violeti. Postup vyuzivajici
mikrotitraéni desticky, jak je uveden v této metodice, byl adaptovan z praci, které publikovali
Djordjvic a kol. (2002) a Purkrtova a kol. (2010). Na druhou stranu byla také publikovana
metoda sofistikovand a naro¢na na vybaveni. Vyuziva pritocnou celu s ¢erpadlem, ve které je
biofilm tvofen na nerezovém, sklenéném nebo polystyrenovém zetonu. Nasledné je biofilm
detekovan mikroskopicky ve fazovém kontrastu a kvantifikovan rozborem stéra (Luppens a
kol., 2002).

Predlozena metodika diky vyuziti kultivaéniho rozboru stér eliminuje riziko fale$né
pozitivnich vysledkli v disledku hromadéni povrchové aktivnich latek na desti¢ce. Zaroven
byla vypracovana a optimalizovana do podoby snadno proveditelné, dostupné a nenarocné na
ptistrojové vybaveni. Oproti stdvajicim metodam, které pracuji pievdzné se syntetickymi
tekutymi médii, predlozena metodika zahrnuje i postupy pro modelovd média reflektujici
potfeby mlékarenského priimyslu a doporucuje postupy pro jejich ptipravu.

Novym je také piistup k interpretaci dat, ktery zduraziiuje nutnost interpretovat
vysledky kvantifikace mnozstvi biofilmu semikvantitativné. Divodem je relativné nizsi
opakovatelnost, kterd napf. ve srovnani s metodami chemické analyzy, reaguje na
mikrobiologicky proces tvorby biofilmu. Ten s sebou stejné jako jiné biologické procesy
pfirozené nese vyssi variabilitu.

Popis uplatnéni metodiky

Metodika byla na zdkladé¢ smlouvy o vyuZziti vysledkii uplatnéna u uZivatele
Ceskomoravsky svaz mlékarensky z.s. Metodika je uréena k zavedeni do laboratofi
poskytujicich poradenstvi a servis, resp. vyzkum a vyvoj voborech zemédélstvi a
potravinafstvi, zejména prvovyroby a zpracovani mléka, dale pak hygieny a sanitace,
mikrobiologie, veterinarni mediciny, a v dal§ich souvisejicich oborech. Uplatni se pfi
optimalizaci sanita¢nich postupt, zvySovani kvality, bezpecnosti a trvanlivosti potravin diky
ucinngjsi eliminaci biofilmi a pfi vyvoji a testovani novych sanitacnich roztokd a jejich
aktivnich slozek.

Ekonomické aspekty

Metodika je urcena k provadéni ve standardn€ vybavené laboratofti klasické kultivacni
mikrobiologie. V zavislosti na vybavenosti konkrétni laboratofe mulze Vvyvstat potieba
dokoupit reagenc¢ni lahve se sroubovym GL uzavérem Vv pfiméteném mnozstvi kusi. Biofilm,
vuci némuz maji byt sanitacni roztoky testovany, se nakultivuje bud’ na béznych podloznich
sklickach pro mikroskopii, anebo na ucelové pfipravenych destickach s nerezu, plexiskla,
polystyrenu apod. Celkové naklady na zavedeni metodiky pravdépodobné neptesahnou 15 tis.
K¢.



Lze oCekavat, Ze cena za otestovani jednoho kmene a jednoho sanitacniho roztoku
Vv externi laboratofi se bude pohybovat odhadem okolo 3 tis. K¢ a okolo 1 tis. K¢ za kazdy
dalsi sanita¢ni roztok pro dany kmen. Zisk je odhadovan na 600,- K¢ za jednu kombinaci
kmen-roztok, resp. na 200,- K¢ za kazdy dalsi roztok pro dany kmen.

Pro koneéného uzivatele bude ekonomicky pfinos zéviset na zavaznosti
mikrobiologického problému, ktery se diky této metodice podaii vyreSit. Odhadem se
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stovek tisic az milionu korun pro kazdy vyfeSeny problém.
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