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I. Cil metodiky

Cilem certifikované metodiky QJ1210300 CM 1 je vybrat vhodné sanitacni roztoky (typ
aktivni latky, sloZeni sanita¢niho roztoku, koncentrace aktivni latky, podminky ptisobeni) pro
eliminaci nezadoucich plisni z technologickych =zafizeni a prostiedi mlékaren a;.
potravinaiskych provozd.

Il. Srovnani novosti postupii

Plisné jsou pritomny ve vzduchu, vod¢ i pudé a jsou ¢asto nalézany i na vyrobnim
zafizeni a na/v mlénych vyrobcich. Plisné mohou zpiisobovat kazeni riznych druhti syrd,
fermentovanych mlécnych vyrobkl, masla, zahusténého slazeného mléka a ptilezitostné i
dalsich typt mlécnych vyrobkt. Typickymi vadami zplGsobenymi plisnémi jsou viditelny
narust, barevné zmény, naruseni textury ¢i vady chuti nebo viing. Protoze né¢které druhy plisni
rostou 1 pfi 1 - 5 °C, toleruji nizkou aktivitu vody (az 0,80) a snaSeji nizky parcidlni tlak
kysliku, mohou se uplatnit 1 béhem skladovani mlé¢nych vyrobki. V mléénych vyrobcich se
nejCastéji vyskytuji plisné rodu Penicillium, dale pak Aspergillus, Mucor, Cladosporium,
Phoma, Cephalosporium, Geotrichum, Rhizobium, Alternaria, a dalsi (Serhung, 2011).

Vzhledem kvySe uvedenému je dulezité veénovat pozornost eliminaci plisni
Z mlékarenskych provozi. Pokud jde o technologické zatizeni jako takové, Williams (2006)
doporucuje diikkladné vyc¢isténi néasledované vyhiatim nad 70 °C pomoci horké vody nebo
pary. Divodem je nedostate¢na urovenn poznani mechanismti inaktivace/rezistence plisni, ze
které by bylo mozné Cerpat obecnd doporuceni pro pouziti sanita¢nich roztoki s fungicidnim
u¢inkem. Vyznamna antifungalni aktivita byla zatim zaznamenéana u halogenovanych fenoli,
parabent a glutaraldehydu, nicméné tyto latky jako sanitacni prostiedky nenaSly uplatnéni
kvili jejich toxikologickym vlastnostem a/nebo interakcim s technologickymi zatizenimi.
Situace je navic komplikovana rozdily v antifungdlnim ucinku sanitacnich roztok na
vegetativni buniky a na spory plisni, a dale rezistenci nékterych plisni (Penicillium,
Aspergillus, Fusarium) vici kratkodobému pusobeni teplot blizkych bodu varu, coz se tyka
zejména starSich spor (Williams, 2006). Otazka zdéanlivé rezistence spor plisni vic¢i zahievu je
zodpoveézena ve vlastni metodice.

Z hlediska postupt hodnoceni antifungalniho ucinku, existuji metodiky, napi. CLSI
M38-A2 (2008) nebo CSN EN 1650 + Al (2013), které vSak nemaji piimou souvislost
S pottebami mlékarenské praxe. CLSI M38-A2 (2008) je urcena piedev§im pro potieby
klinické praxe a zabyvd se stanovenim minimdlnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) a
minimalnich efektivnich koncentraci (MEC) antibiotik a dal§ich latek vuci testovanym
patogennim plisnim pomoci diluéni metody za definovanych podminek, které neodpovidaji
provoznim podminkdm mlékéaren. Kromé toho jsou koncentrace sanitanich roztokl pro
provozni aplikace - vzhledem k moZznému korozivnimu G¢inku, ekonomické strance provozu,
a dalSim faktoriim - Vv uritém rozmezi koncentraci pevné dané, a tedy nemd smysl hledat
koncentrace vyssi.

CSN EN 1650 + Al (2013) se tyka testovani dezinfekénich prostiedkil jako takovych
a je to vhodna referencni metoda pro vytvareni aplikac¢nich listl, porovnavani G¢innosti
jednotlivych preparatl u jejich vyrobct, apod. vystupy vyuzitelné v obchodnim styku. Metoda
vyuziva standardizované suspenze konkrétnich sbirkovych kmenid Candida albicans a
Aspergillus niger (pouze jeho spory), které jsou za definovanych podminek inkubovany
s testovanym dezinfekénim prostfedkem natedénym ve standardnim zplisobem pfipravené
tvrdé vodé. Po inkubaci ndsleduje neutralizace aktivni latky nebo separace indikatorovych
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mikroorganismil od aktivni latky pomoci membranové filtrace a klasické stanoveni ptezivsich
kvasinek nebo spor plisni na Petriho miskdch. S vyuzitim této metody a referencnich
sbirkovych kment se mohou sanitacni roztoky jevit jako ucinnéj$i nez pfti redlné aplikaci,
protoze sbirkové kmeny byvaji vétSinou citlivéjsi viaci neptiznivym faktorim nez divoké
kmeny z prosttedi (Némeckova a kol. 2014).

Metodu podle CSN EN 1650 + Al (2013) by sice bylo mozné adaptovat na provozni
podminky (teplota a Cas inkubace se sanitaénim roztokem, fedéni sanita¢niho roztoku ve
vod¢, ktera je k dispozici na provoze, testovani ucinnosti vi¢i kmentim plisni izolovanym
Vv provozu, atd.), ale nelze takto ziskat poznatky o tom, jak sanita¢ni roztoky pusobi na
vegetativni bunky plisni, ani jak na sanita¢ni roztok reaguji pfezivsi bunky.

Aby sanitacni roztok mohl na plisent pisobit, je nutné plisen roztokem smocit. To
muze byt nékdy obtizné vzhledem k nizké smacivosti bun€k plisni, kterd vyplyva ze slozeni
jejich bunééné stény. Slozeni bunééné stény se liSi mezi jednotlivymi druhy plisni 1 mezi
jednotlivymi bunéénymi ttvary téhoz druhu plisné (hyfy, fruktifikacni organy, spory). Obecné
vsak lze fici, ze bunééna sténa plisni je slozena hlavné z polysacharidii - chitinu (polysacharid
z N-acetylglukosaminu), chitosanu (deacetylovany chitin), a dale z glukanti, mannand,
polysacharidi z galaktosaminu, fukosy nebo rhamnosy, a dalSich. Krom¢é polysacharidii jsou
vzdy ptitomny také bilkoviny a znacné mnoZstvi lipidd, a to jak neutrdlnich lipidd, tak voskl
(estertt mastnych kyselin a vysSich alkoholll), které nejvice ptispivaji k hydrofobicité plisni
(Silhdnkova, 2008).

Pro testovani hydrofobicity bun¢k existuje metoda podle Kotzmanidise a kol. (2010),
ktera je primarné urcena pro testovani probiotickych bakterii. Bakterie jsou pfi ni pomnozeny
V bujonu, burniky separovany odstiedénim, promyty pufrem a suspendovany v roztoku KNOs.
K suspenzi bun¢k se piidava xylen a po protiepani se smés necha rozsadit. Nasleduje
stanoveni podilu bunék, které zistaly ve vodné fazi. Tato metoda je vhodna pro porovnani
hydrofobicit raznych kmenii bakterii a mohla by byt aplikovana i na spory plisni. AvSak
k otestovani sanita¢nich roztokti pouzit nelze, protoze sanitaéni roztoky jsou dobie misitelné
s vodou, a tedy k odd¢leni fazi nedochazi.

Vhodna metodika, ktera by umoznila vybrat G¢inné sanitacni roztoky k eliminaci
konkrétnich plisni pfitomnych v daném mlékarenském/potravinaiském provoze dosud
chybéla a proto byla vypracovana tato certifikovana metodika QJ1210300 CM 1.

I11. Vlastni popis metodiky

Material a metody

Zivné piady

Zivné pady se piipravuji a uchovavaji v souladu s CSN EN ISO 11133 (2014). Pii
praci se pouzivaji pudy vhodné pro kultivaci kvasinek a plisni, pficemz jsou pouzivany
varianty bez selek¢énich Cinidel s antimikrobidlnim G¢inkem, tj. napt. bez chloramfenikolu.
Pro uchovani plisni a pro hodnoceni smacivosti jsou ureny piidy se standardnim obsahem
agaru, pro difuzni agarovou metodu soft ptidy s polovicnim obsahem agaru.

GK puda:

kvasni¢ny extrakt 500¢

glukosa 20,09

agar 12,0 - 15,0 g dle ztuzovaci schopnosti agaru
destilovana nebo deionizovana voda | 1000 ml
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Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min
Po sterilaci pH 6,6 + 0,2 (méfeno pti 25 °C)

Soft GK puda:

kvasni¢ny extrakt 500¢g

glukosa 20,0 g

agar 6,0 - 7,5 g dle ztuzovaci schopnosti agaru
destilovana nebo deionizovana voda | 1000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min
Po sterilaci pH 6,6 £ 0,2 (méfeno pti 25 °C)

MEA puda:

sladovy extrakt 30,09

agar 12,0 - 15,0 g dle ztuzovaci schopnosti agaru
destilovana nebo deionizovana voda | 1000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min
Po sterilaci pH 5,6 & 0,2 (méfeno pii 25 °C)

Soft MEA piida:

sladovy extrakt 30,09

agar 6,0 - 7,5 g dle ztuzovaci schopnosti agaru
destilovana nebo deionizovana voda | 1000 ml

Sterilace v autoklavu pii 121 °C/15 min
Po sterilaci pH 5,6 & 0,2 (méfeno pii 25 °C)

Izolace a uchovani plisni

Pii praci se postupuje podle ptislu§nych norem, predeviim podle CSN EN ISO 7218
(2008) pro praci v mikrobiologické laboratofi, podle CSN EN ISO 707 (2009) pro odbér
vzorki vyrobkt, podle CSN EN ISO 6887-1 (1999) a CSN EN ISO 6887-5 (2010) pro ptiprav
vzorki, fedicich roztokd a dal§ich desetindsobnych fedéni, podle CSN EN ISO 14698-1
(2004) pro mikrobiologickou kontrolu prostiedi a podle CSN ISO 21527-2 (2009) nebo CSN
ISO 21527-1 (2009) pro stanoveni kvasinek a plisni.

Plisn¢ se ziskavaji z redlnych vzorki odebranych na pfislusném provoze, a to jak
Z findlnich vyrobki, tak z fazovych vzorkt, spadi, stérti z povrchii technologického zatizeni,
mistnosti nebo pracovnikll - V zavislosti na konkrétni situaci a ptredpokladaném zdroji
kontaminace. Pokud plisefi na daném vyrobku, zatizeni nebo prostiedi tvofi okem viditelné
kolonie, izoluje se plisen pfimo z téchto kolonii o¢kovaci kli¢kou na povrch Petriho misky s
GK nebo MEA pudou a kultivuje se v termostatu pii 25 °C/5 dni. Pokud nejsou kolonie plisni
Vv daném odbérovém misté okem patrné, provede se klasické stanoveni kvasinek a plisni
technikou pocitani kolonii a vykultivované plisné se oc¢kovaci klickou odizoluji na povrch
Petriho misky s GK nebo MEA pudou a kultivuji se v termostatu pii 25 °C/5 dn.

Nasleduje jest¢ minimaln€ jedno ptfeockovani plisn€ ockovaci klickou na povrch
Petriho misky s GK nebo MEA putdou a kultivace v termostatu pii 25 °C/5 dni - tento postup
se opakuje, dokud na Petrtho misce neroste pouze monokultura izolované plisné. Poté je
pliseni pfeoc¢kovana do zkumavky na povrch $ikmého agaru vytvofeného z GK nebo MEA
pudy a kultivovana v termostatu pii 25 °C/5 dnt. Po kultivaci je cely obsah zkumavky
pfevrstven sterilnim parafinovym olejem (sterilovan v autoklavu pii 121 °C/15 min),
zkumavka splisni je uzaviena buniCitou zatkou, utésnéna parafilmem a wuchovana



Vv chladni¢ce pii 4 - 6 °C. Za téchto podminek je minimalni trvanlivost zkumavek s plisni 6
mésici.

Pted vlastnim testovanim Uc¢innosti sanita¢nich roztokl je pliseil ozivena tak, Ze se
pfes vrstvu parafinového oleje ockovaci klickou odebere inokulum plisné, ktera je
preockovana na povrch Petriho misky s GK nebo MEA padou a kultivovana v termostatu pri
25 °C/5 dnu.

Difuzni agarova metoda

Jedna ockovaci klicka testované plisné vykultivované na GK nebo MEA pidé¢ se
ptenese do 9 ml fyziologického roztoku, ¢imz vznikne 0. desetindsobné fedéni plisnové
suspenze. Odtud se po 1 ml 1. a 2. desetinasobného fedéni plisnové suspenze ockuje prelivem
na Petriho misky o praméru 90 mm do 15 ml soft GK nebo soft MEA pidy. Ptada se ponecha
utuhnout v chladnicce pii4 - 6 °C/2 h.

Po utuhnuti se v pid€é pomoci sterilniho korkovrtu nebo S§irS§i strany sterilnich
jednorazovych $picek vhodné velikosti vytvofi jamky o priméru 7 - 8 mm, pficemz na jednu
Petriho misku se udélaji maximalné 4 jamky. Do jamek se davkuje po 100 pl ptislusného
sanitaéniho roztoku nafedéného ve sterilni vodé na testovanou koncentraci. Kazdy vzorek
sanitaéniho roztoku o dané koncentraci je davkovan na obé¢ ptipravené misky s 1. i 2.
desetinasobnym fedénim plisiiové suspenze. Jestlize maji byt otestovany vice nez 4 sanitacni
roztoky, odpovidajicim zptisobem se zvysi poc€et Petriho misek s obéma fedénimi plisnové
suspenze a jamkami. Nasleduje kultivace v termostatu pii 25 °C/5 dni.

Po 3 dnech kultivace se provede piedbézné vyhodnoceni, ptfiCemz se sleduje, zda
okolo jamek vznikaji zony se zcela inhibovanym, zpomalenym nebo naopak zrychlenym
rustem plisn€. Kultivace pokracuje dalsi 2 dny, a pak se provede konecné zhodnoceni vlivu
sanitacniho roztoku na rist plisn¢, a pokud vznikly inhibi¢ni zoény, pomoci pravitka nebo
posuvného méfitka se zméfi jejich pramér v milimetrech. Vysledek se vyjadii jako
aritmeticky pramér z vysledki ziskanych na obou desetinasobnych tedénich plisnové
suspenze pro dany sanita¢ni roztok a danou koncentraci.

Hodnoceni smacivosti plisni

Plisen vykultivovand na GK nebo MEA ptd¢ pokryvajici 1/2 az 9/10 plochy Petriho
misky o priméru 90 mm se pozvolna pielije 30 ml testovaného sanitaéniho roztoku
nafedéného ve sterilni vodé na danou koncentraci a vytemperované¢ho na teplotu simulujici
podminky sanitace. Sanita¢ni roztok se necha pisobit po dobu simulujici podminky sanitace,
pficemz Petriho misky s plisni a roztoky plsobicimi za zvySené teploty se po tuto dobu
inkubuji v termostatu.

Béhem davkovani sanitaéniho roztoku a po inkubaci se vizualn€ sleduje schopnost
testovaného roztoku danou pliseit smocit. K vyhodnoceni se pouzije ttibodova stupnice
S timto vyznamem:

e - - plisenn se sanitatnim roztokem smac¢i velmi obtizn¢ az vibec (roztok po
povrchu plisné rychle stéka a ani po nadavkovani celého objemu 30 ml a inkubaci
sanitacni roztok nepiekryva cely nartist plisn¢),

e 0“- plisen se sanitatnim roztokem smac¢i s mirnymi obtizemi (béhem davkovani
sanitacni roztok z plisné stékd, avSak po nadavkovani celého objemu 30 ml, popt.
po inkubaci sanita¢ni roztok piekryva cely narist plisn¢),

e +“ - pliseil se sanitacnim roztokem smaci bez obtizi (beéhem ddvkovani sanita¢ni
roztok z plisn¢ nestéka, po nadavkovani celého objemu 30 ml je cely nartst
prekryty sanitaénim roztokem).



Vzhledem k tomu, Ze je hodnoceni smacivosti plisni v podstaté senzorickou metodou,
mélo by byt hodnoceni provadéno v panelu o 2 az 5 ¢lenech, pricemz kazdy Clen panelu ma
vlastni sadu Petriho misek s plisnémi, vlastnoru¢né provadi ddvkovani sanita¢nich roztoka a
smacivost plisni hodnoti samostatné a nezavisle na ostatnich ¢lenech panelu.

Interpretace vysledki

Metodika QJ1210300 CM 1 je urc¢ena k vybéru vhodnych sanitacnich roztokd pro
eliminaci nezadoucich plisni z technologickych zafizeni a prostori mlékaren aj.
potravinaiskych provozl, a z tohoto uhlu pohledu je potieba vysledky ziskané podle této
metodiky interpretovat.

Metodika zahrnuje dva kroky (difuzni agarova metoda, test smacivosti plisni), pticemz
kazdy krok poskytuje specifické informace. Difuzni agarovd metoda poskytuje obraz o
antifungalni aktivité sanitacniho roztoku jako takové. Cilem je nalezeni takového sanita¢niho
roztoku o takové koncentraci, aby v idealnim piipadé vznikla inhibi¢ni zona zcela bez nardstu
plisné, ktera by byla minimalné 15 mm Siroka (méfeno vcetné jamky o pruméru 7 - 8 mm) a
okolo které by nevznikla dalsi zona se zrychlenym rustem nebo zrychlenou sporulaci plisné.

JestliZze v inhibi¢ni z6n€ okolo komirky dochazi k oslabenému ristu plisn€, znamena
to, ze nékteré z bun¢k byly vici pisobeni sanitacniho roztoku rezistentni. Pokud to aplikacni
rozmezi daného sanitacniho roztoku umoziuje, otestuje se koncentrace vyssi, piipadné se voli
jiny sanita¢ni roztok na podobné bazi. Obdobnym zpiisobem se postupuje i v piipadé€, ze je
inhibi¢ni zona ptili§ Gzka, tj. uzsi nez 15 mm (méteno vcetné jamky o praméru 7 - 8 mm).

Vznika-1i okolo inhibi¢ni zony zona zrychlen¢ho rastu nebo zrychlené sporulace
plisng, jednd se o upozornéni na nutnost dusledného dodrzovani uc¢inné koncentrace
sanita¢niho roztoku a jeho aktivnich latek, nebot’ niz§i koncentrace mohou plisefi naopak
stimulovat. Vznika-li zéna zrychleného ristu nebo zrychlené sporulace plisné hned okolo
jamky, je dany sanitacni roztok zcela nevhodny a nemél by byt viibec pouzivan az do té doby,
nez bude plisen z daného zafizeni nebo prostoru eliminovana.

Pokud okolo jamky nevznika Zzadna zona, testovany roztok o dané koncentraci nema
na testovanou plisen zadny vliv, a proto je nutné hledat roztoky jiné.

Hodnoceni smacivosti plisni poskytuje informaci o tom, jak snadno nebo obtizn¢ se
sanitacni roztok dostane do kontaktu s koloniemi plisni a jaké je riziko, ze budou spory plisni
sanitacnim roztokem pfenaseny dale do provozu.

Pti hodnoceni ,,-“ (plisen se sanitatnim roztokem smaci velmi obtizné¢ az viibec) je
pouziti daného sanitacniho roztoku neefektivni, a to i v piipadé, Ze by byla difuzni agarovou
metodou prokdzana jeho antifungalni aktivita. Tvofi-li plisenn v technologickém zafizeni
(napt. ve sparach, Skvirdch, tésnéni, apod.) nebo v prostiedi mlékarny kolonie, sanitacni
roztok K plisni prakticky nepronikne. Jsou-li pfitomny samotné spory plisn¢, budou ulpivat
spiSe na faizovém rozhrani sanita¢ni roztok/vzduch nebo sanita¢ni roztok/sanitovany povrch, a
tak mohou byt sanitacnim roztokem neusmrcené nesmocené spory dale roznaSeny.

Hodnoceni ,,0 (plisent se sanitacnim roztokem smaci s mirnymi obtizemi) naznacuje,
ze se vybér sanita¢niho roztoku ubira spravnym smérem, nicméné je zde jeSté prostor ke
zlepSeni - zvySeni koncentrace aktivnich latek, ptidavek/zvySeni koncentrace latek snizujicich
povrchové napéti, zvySeni teploty, prodlouzeni doby piisobeni (dle aplikaéniho rozmezi
daného sanitacniho roztoku).

Hodnoceni ,,+“ (pliseii se sanitacnim roztokem smac¢i bez obtizi) indikuje, Ze byl
Z hlediska smacivosti plisné vybran vhodny sanitacni roztok a podminky jeho plisobeni.

Hodnoceni smacivosti plisni je provadéno senzoricky, a proto by mélo byt provadéno
v panelu o n hodnotitelich, kde n nabyva hodnot 2 az 5. Vysledek hodnoceni se pak uvede



jako pocet hodnotitell a soucet jednotlivych hodnoceni, ptiCemz kazdé ,,+* je ohodnoceno
jednim kladnym bodem a kazdé ,,-“ jednim zapornym bodem. Cim je hodnoceni blize
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hodnotam +n, 0 nebo -n, tim je interpretace spolehlivejsi. Jestlize se pfi hodnoceni téhoz
sanita¢niho roztoku a téze plisn¢ v souboru vysledkl vyskytne soucasné hodnoceni ,,+“ 1 ,,-,
mélo by byt hodnoceni zopakovano.

Aby byl sanita¢ni roztok pfi eliminaci plisni dostate¢né ucinny, je nutné, aby byl
zaroven antifungalné aktivni a mél dostate¢nou smaceci schopnost.

V. Popis uplatnéni metodiky

Certifikovana metodika QJ1210300 CM 1 je primarné uréena pro laboratofe
poskytujici analyzy, servis a poradenstvi mlékarnam, faremnim zpracovatelim mléka a popf. i
dalsim potravinaiskym provoziim a dale vyrobctim a distributoriim sanita¢nich prosttedkti pro
potravinaistvi. Vzhledem Kk nenarocnosti na pfistrojové vybaveni a material muze byt
metodika pouZivdna také piimo v provoznich laboratofich mlékaren aj. potravinaiskych
zavodd. AvSak vzhledem k tomu, Ze jsou pfii praci pomnozovany plisné, a tak hrozi riziko
kontaminace laboratofe a navazujicich prostor plisnémi, lze doporucit, aby se tyto podniky
obracely s provadénim analyz podle QJ1210300 CM 1 na specializované servisni laboratofe.

Certifikovana metodika QJ1210300 CM 1 byla uplatnéna u uzivatele MILCOM a.s.,
ktery je pfipraven provést analyzy dle potieb zajemci.

V. Ekonomické aspekty

Certifikovanou metodiku QJ1210300 CM 1 mohou provadét vSechny laboratote
vybavené pro klasickou kultivacni mikrobiologii. Naklady na zavedeni metodiky se pak
pohybuji nanejvys viadu 1 tis. K¢, jakozto nakladi na zakoupeni slozek potiebnych pro
piipravu kultivacnich pud.

Naklady na analyzu jednoho vzorku sanita¢niho roztoku vi¢i jednomu kmenu plisné
jsou odhadovany na 1 tis. K¢, pfi¢emz ocekavat Ize jednu zakazku ro¢né za cenu odhadem 20
tis. K¢, coz pfinese zisk 4 tis. KC. Za 5 let je odhadovan zisk servisni a poradenské laboratoie
20 tis. K¢.

Ekonomicky pfinos je ofekavan zejména u konec¢nych uzivateli (mlékarny, faremni
zpracovatelé mléka aj. potravinaiské provozy) - zvySeni kvality vyrobkll az zabranéni ztratam
celych Sarzi vyrobkli v disledku masivni kontaminace plisnémi. V zavislosti na objemu
produkce kone¢nych uzivatelt tak tato metodika miiZze zabranit ztratdm fadove 0,1 tis. az 100
tis. K¢ za kazdou zlikvidovanou Sarzi.
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Certifikovand metodika QJ1210300 CM 1 vznikla s finan¢ni podporou NAZV, ¢. projektu
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