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2. Uvod

V soutasné dobé je naSe zemédélstvi vystaveno silnym ekologickym, ekonomickym a
medicinskym tlakim. Z ekologickych tlak(i 1ze jmenovat sniZzovani vyuZiti umélych hnojiv,
postrikd a dalSich chemickych latek zejména v rostlinné vyrobé, které Casto perzistuji v ptidé,
pronikaji do spodnich vod a odtud cirkuluji skrze zemédélské produkty do potravniho retézce
zvitat i Clovéka s ndaslednymi velmi negativnimi ekologickymi a zdravotnimi dopady.
Z medicinskych tlakl pak pfipomernme predevsim snahu sniZzovat vyuZiti antimikrobnich latek
v ZivocCisné vyrobé, které diky propojeni environmentalniho (prostfedového), animalniho
(zviteciho) a humanniho (lidského) mikroekosystému, generuji vznik odolnych kmenu bakterii
v téchto mikroekosystémech a zpusobuji nejen narlst obtizné |écitelnych infekci u rostlin,
zvitat a lidi, ale i pokles vykonnosti lidského i zvifeciho imunitniho systému, coz mize mit jiz
v blizké budoucnosti fatalni nasledky. To se pak promita i do ekonomiky zemédélské produkce
a v kombinaci se Spatnymi politickymi rozhodnutimi i nepfizni klimatickych zmén vse nasledné
vyustuje v nizsi konkurenceschopnost nasich zemédélcl na evropskych i svétovych trzich. Je
tedy nutné hledat nové cesty z této krize. Pomoci by mohla nova veterinarni |é¢iva a latky
k oSetteni zemédélskych plodin na biologické bazi Setrné k prirodé, jisté rezervy bychom jisté
nasli i ve Slechténi, vyZivé zvifat a zejména v zoohygiené. Kvalitni nastaveni pravidel
zoohygieny, vysoky stupen Cistoty ve stdjich, dokonald hygiena dojeni a produkce cistych
nasadovych vajec v pfipadé dribeZe, to vSe muZe pfinést dle naseho nazoru slusny
ekonomicky efekt a zlepseni konkurenceschopnosti nasi zemédélské produkce. Snad by nase
prace mohla jistym zpUsobem prispét i k ukonceni takzvané ,valky s nasi planetou Zemi“
(Smajs a Herafilm, 2023). Kvalitu zoohygieny je véak nezbytné pravidelné kontrolovat a to nas
pfimélo v ramci resSeni naseho projektu k sepsani ndasledujici publikace. Tato publikace nabizi
nejen zemédélcim, ale i laboratofim navdzanym na zemédélsko-pramyslovy komplex,
postupy testovani mikrobiologického zatiZzeni organickych i anorganickych povrchl a
material( véetné stajového zafizeni, kliZze zvitat, pfedevsim povrchu strukd, nasadovych vajec
drlibeze a zafizeni farem. Velmi dobfe mohou byt niZe uvedené postupy vyuZity také
v humanni mediciné a hygiené.

Obecné lze testovani Uucinku dezinfekénich pripravki, tedy biocidnich latek, provadét dvéma
zpUsoby a to in vitro (v laboratofi) nebo in vivo (v terénu). Laboratorni metody in vitro jsou
velmi presné, protoZe jsou provadény v monitorovanych podminkach a nebyvaji ovliviiovany
zadnymi vedlejSimi nezadoucimi vlivy, které mohou pfichazet v ivahu u terénnich metod in
vivo. Tyto metody jsou provadény v presné definovanych podminkach, jako jsou teplota,
vlhkost, svételny rezim, proudéni vzduchu, expozi¢ni ¢asy a koncentrace ucinnych latek. Jsou
presné definovany také druhy testovanych mikroorganizmu (referen¢ni nebo terénni kmeny)
a jejich koncentrace v roztocich a na testovacich povrsich. Je presné definovan i charakter
expozicnich ploch, jejich velikost, teplota, vlhkost, proudéni vzduchu, éistota a charakter
povrchu a v neposledni fadé i doba expozice. Na zakladé téchto testl lze vyvozovat velmi
presné zavéry, které jsou statisticky snadno hodnotitelné a porovnatelné.

Naopak u metod in vivo vstupuji do hry dalsi faktory, jakymi jsou znecisténi, rliznorodost
oSetfovanych povrch(, jejich pH, kvalita prace osetrfovatelského personalu, existence



ochranného kozniho filmu zvirat, sekvestrace (odlu¢ovani) odumrelych bunék epitelu klze a
sliznic, dale tepelné a svételné podminky, délka expozice a predevsim ne zcela presna definice
mikrofléry, ktera byvd sloZena i z nékolika desitek rliznych druhl mikrobl s rdznymi
genotypovymi a fenotypovymi vlastnostmi (rezistence k antimikrobnim latkam a dezinfekénim
pripravkiim, schopnost tvofit spory, pouzdra a/nebo biofilm). Nicméné i testovani in vivo ma
svou nezastupitelnou roli, protoze ukazuje, jak se bude dezinfekéni Ucinek projevovat
v readlnych podminkach daného zemédélského provozu. Vysledky testl in vitro a in vivo je pak
velmi ucéelné porovnavat a rozdily publikovat.

Nékteré postupy uvedené v této metodice vychazeji tematicky, metodicky, materidlové i
statisticky z postup( uvedenych v CSN EN 1040, CSN EN 1656, CSN EN 13727+A2, CSN EN
14349, CSN EN 16437+Al1, dale ze standardnich operaénich postupl SOP 01/21
Mikrobiologické metody vysetieni klinickych, patologickych a environmentdlnich material{
(Bzdil 2021), metodik Laboratorniho hodnoceni Gc¢innosti desinfekce veterindrnich biocidl a
biocid( pro zemédélské a potraviniiské provozy (Skaloud a Pokludovd 2008) a dalsich
dokumentl a publikaci, nicméné nejsou s nimi identické. Jsou upraveny, zjednoduseny a
pfizpasobeny specifikim naseho projektu. Pfresné postupy a validace metod je tieba vidy
hledat v legdlné ziskanych textech vySe uvedenych norem a publikaci!

3. Abstrakt

Tato publikace je rozdélena do dvou ¢&asti. Prvni ¢ast se vénuje problematice hygieny
v produkci drliibeze, konkrétné metodam testovani mikrobiologické zatéze nasadovych vajec,
kontrole ucinnosti dezinfekce jejich povrchl, dale kontrole mikrobidlniho zatizeni
jednodennich kurat, jejich rodi¢u a prostredi staji. Ovérovani vztah( mezi kontaminaci vajec a
zdravotnimi parametry z nich pochazejici populace kurat, jejich kontrola, porovnavani vitality
a zdravotniho stavu kurat z vajec z hnizd a z podestylky by mohly byt skvélym nastrojem
zlepsovani kvality populaci dribeze a sekundarné i nastrojem sniZzovani spotireby antibiotik
v chovech drlibeze. Principy definované pro drlibezarskou praxi by pak mohly byt aplikovany
i v chovech dalSich hospodarskych zvifat.

Druha c¢ast publikace se vénuje metoddam testovani dezinfekcnich prostredkl v tekutych
médiich, na pevnych plochdch poréznich i neporéznich in vitro, tedy v laboratornich
podminkach. Popisuje i nami vytvofenou novou vlastni metodiku testovani Ucinnosti
dezinfekce mékkych poréznich materialQ, jako jsou textilie, netkané textilie, bavina, vina,
polyuretan a dalSi materialy, které byvaji v zemédélské praxi ¢asto pouzivany. Dale popisuje a
porovnava metody testovani antimikrobniho ucinku dezinfekénich latek stanovenim
minimalni inhibicni koncentrace a s pomoci diskového difuzniho testu a do tretice popisuje
metody kontroly mikrobidlniho zatizeni autentickych povrch( staji i zvifat a stanoveni
ucinnosti dezinfekénich latek na téchto povrsich, tedy in vivo. Zde se podafilo popsat uskali,
se kterymi se testujici laboratof muze setkat. Pfedevsim konzistence dezinfekénich pripravku
konkrétné urcéenych k toaleté vemene muze zkreslovat vysledky test(. Jako problematické se
tak ukazaly diskova difuzni metoda a mikrometoda stanoveni minimalni inhibi¢ni/baktericidni



koncentrace MIC/MBC. Naopak, nejlepsich vysledk( bylo dosazeno v pfipadé diluéni plotnové
metody stanoveni minimalni inhibi¢ni/baktericidni koncentrace MIC/MBC. Obé ¢asti jsou
obohaceny také praktickymi zkuSenostmi z klinické i laboratorni praxe a fadou obrazkd,
tabulek a graf(.

Klicova slova: dezinfekce, biocid, povrch, ucinnost, mléénd Zlaza, dojeni, expozice,
koncentrace, rezistence, statistika, break point, nasadova vejce, kure, stér, smyv, prostiedi,
humanni medicina

4. Summary

This publication is divided into two parts. The first part focuses on hygiene in poultry
production, specifically methods for testing the microbiological load of hatching eggs,
evaluating the effectiveness of disinfecting their surfaces, and assessing the microbial load of
day-old chicks, their parents and the poultry house environment. Verifying the relationships
between egg contamination and the health parameters of the resulting chicken population,
their control, and comparing the vitality and health status of chickens from eggs laid in nests
versus those from litter, could be a valuable tool for improving the quality of poultry
populations and, secondarily, a tool for reducing antibiotic use in poultry farms. The principles
defined for poultry practice could also be applied to the breeding of other farm animals.

The second part of the publication is devoted to methods for testing disinfectants in liquid
media and on solid porous and non-porous surfaces in vitro, i.e. under laboratory conditions.
It also presents a new methodology prepared in house for testing the effectiveness of
disinfectants on soft porous materials such as textiles, non-woven fabrics, cotton, wool,
polyurethane, and other materials commonly used in agricultural practice. Furthermore, it
describes and compares methods for testing the antimicrobial effects of disinfectants, by the
determination of the minimum inhibitory concentration using the disk diffusion test.
Additionally, it describes methods for monitoring the microbial load on authentic surfaces in
animal housing and on animals, as well as evaluating the effectiveness of disinfectants on
these surfaces, i.e. in vivo. Here, we managed to describe the pitfalls that a testing laboratory
may encounter. In particular, the consistency of disinfectants specifically formulated for udder
hygiene can distort test results. The disc diffusion method and the micromethod for
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) proved to be problematic. On the other hand, the best results were
achieved with the dilution plate method for determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). Both parts are also
enriched with practical experiences from clinical and laboratory practice and a number of
pictures, tables and graphs.



Key words: disinfection, biocide, surface, efficiency, mammary gland, milking, exposition,
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5. Testovani mikrobiologické zatéZze nasadovych vajec

Na pocatku stru¢né pfipomenme, Ze chovy dribeZe Ize rozdélit z hlediska produkce na masné
a nosné. Oba typy chovl pak muZeme dale délit na reprodukéni, které zajistuji vyrobu
nasadovych vajec pro chovy nizsich Urovni pomysiné chovatelské pyramidy a tyto chovy maji
dvé podurovné a to prarodicovskou a rodi¢ovskou. Produkéni chovy pak slouZi, jak jiz z jejich
nazvu vyplyvd, bud k produkci masné drlibeze (brojlerd) nebo konzumnich vajec.

ZlepsSeni kvality jednodennich kutat (JDK), kterd je zarukou dobrého zdravotniho stavu a
prosperity chovl na vsech urovnich, je mimo jiné dlouhodobym zdmérem spolecnosti Ptacy
s.r.o., zabyvajici se preventivni, diagnostickou a terapeutickou veterinarni ¢innosti v chovech
drlibeze na stfedni, severni Moraveé a ve Slezsku. V soucasné dobé diky legislativnim tlak(m
odpovédnych orgdnl Evropské unie (EU) nabyva tato myslenka na celoevropské aktudlnosti.
Nizkd kvalita nasadovych vajec a JDK je zfejmé hlavnim dlvodem ztrat jak v rodi¢ovskych
hejnech, tak v hejnech uréenych k produkci konzumnich vajec a dribeZziho masa. Kazdy
chovatel se proto pfirozené snazi zamezit nadmérnym uhynim a brakaci ve svém chovu a na
druhé strané i masivnimu pouzivanim antimikrobialnich latek, které byly doposud
nejjednodussim, nejrychlejSim a soucasné i tim nejlevnéjsim feSenim nesnazi, ovSem za cenu
narustu rezidui antimikrobik v podestylce, prostredi, ptidé, vodé a v neposledni fadé i narlstu
antimikrobnich rezistenci mikroorganizm ve sfére veterinarni, humanni i v ekosystému. To
vyustuje ve zhorseni Uspésnosti Ié¢by mikrobidlnich onemocnéni v populacich zvitat i lidi. Na
pocatku problému je ve vétsiné pripadl znecisténi ndsadovych vajec casto sbiranych
z podestylky, kterd jsou nejvétSim zdrojem mikrobiologické kontaminace JDK. Jiz samo
nasadové vejce mlze byt poskozeno nezadouci mikroflérou. Mikroorganizmy mohou snadno
penetrovat drobnymi pdry ve skorapce a prechazet do vaje¢ného obsahu, kde muize v priibéhu
lihnuti jejich pocet ddle narlstat a v koneéném dlsledku zpUsobit bud odimrt plodu,
zpomaleni jeho vyvoje, ptipadné lihnuti kufat kolonizovanych nezadouci mikroflérou tvorenou
mimo jiné obligatnimi patogeny (Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus a dalSimi) nebo
patogeny podminénymi — fakultativnimi (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium atd.). JDK tak
prichazeji do odchovu s velkou naloZzi nezadoucich bakterii, coz vede k vysokému vyskytu
infekci pupku, Zloutkového vacku, septikémii a oslabeni imunitni vykonnosti ptakd a zvysenym
Uhynlm. Lajdackym a chamtivym pristupem nékterych producentli ndsadovych vajec se tak
problém prenasi na producenty masa a konzumnich vajec, ktefi jej musi resit pravé pouzitim
antimikrobialnich latek se stale omezenéjsSimi moznostmi. Zacarovany kruh se tak uzavira.
Legislativné stanovend omezeni nebo zdkazy poutziti antibiotik v chovech drlbeze tak
ekonomicky zasahnou pfedevsim produkéni chovy, ackoli zoohygienické ¢i vyZivové problémy
v nich uZ jsou v soucasnosti viceméné vyreSeny. Opatfeni by tedy méla smérovat predevsim
k produkénim stupriim, které vykrmu predchazeji, predevsim lihnim a rodicovskym chovim
(RCH). Hlavnim zdrojem kontaminace JDK byvd obvykle pravé rodi¢ovsky chov. Bakterie
pravidelné izolované ze Zloutkovych vackl, vnitfnich orgdni a kostni dfené JDK patfi
k typickym indikatoriim fekdlni kontaminace: je to prfedevsim E. coli a na druhém misté E.



faecalis/E. faecium. Podstatné je i zjisténi, Ze mikrobiologicka zatéz (a s tim souvisejici ztraty)
JDK nosného typu je vyrazné nizsi nez u brojlerd. Takzvané ,Cistych” chovi je tedy dnes sice
malo, ale jsou, takZe cil, ktery by zajistoval produkci nasadovych vajec s nizkou bakterialni
kontaminaci Ize povaZzovat za dosazitelny.

Platné a v legislativé zakotvené normy pro produkci nasadovych vajec v CR v soucasnosti
neexistuji. Podle spravné praxe by se: a) vejce snesena na zemi nebo s viditelnym znecisténim
méla vytazovat a pouze pfi nedostatku Cistych ndsadovych vajec nasazovat v lihni oddélené
od ostatnich, b) vejce by se méla dezinfikovat do 4 hodin po sneseni, nez dojde ke chladnuti a
smrstovani obsahu a tim nasdvani povrchové mikrobidlni kontaminace skofapkovymi péry. Ani
jeden z vyse uvedenych bodl vsak neni v soucasnosti dlsledné dodrzovan ani kontrolovan,
praxe se zcela odviji jen od svédomitosti personalu. Uspory a nechut lidi pracovat
v dribezZnictvi vSak vede k nedostatku fundovaného persondlu, ktery by vyse uvedenou
¢innost svédomité provadél a tak se opét pohybujeme opét v jakémsi zacarovaném kruhu, ze
kterého neni zdanlivé Uniku. Také vejce, ktera nejsou snesend na zemi, mohou byt znecisténa.
Pfi dopravé se dotykaji dalSich vajec, kontaminuji se dopravnimi pasy, které se Cisti sporadicky
nebo vibec. Kvili stfidani smén a nedostatku oSetfovatelek se vejce dezinfikuji pozdé, takze
do lihné uzZ prichazeji s kontaminovanym obsahem. Lihnouci se kufata uz v sobé maji vysokou
bakteridlni ,,ndloz”“ a jsou zdrojem ktizové kontaminace s ostatnimi kuraty v dolihni, pfi
prepravé a v produkéni hale.

Sestaveni seznamu moznych pfipravk(l a metod dezinfekce vajec predstavuje velkou vyzvu,
nebot USKVBL schvaluje pouze ptipravky, které pfijdou do p¥imého kontaktu se zvifetem,
zatimco ostatni biocidni pFipravky podléhaji schvaleni Ministerstvem zdravotnictvi CR. A%
dosud byla hlavni metodou dezinfekce nasadovych vajec fumigace formalinovymi parami.
Zakaz poutziti formalinu pro jeho mozné kancerogenni a teratogenni Gcinky vyvolava nutnost
hledat jiné metody jejich oSetreni. V Uvahu proto prichazeji rizné nové prostredky a metody
od fyzikalnich, jako jsou UV zareni (problém s degradaci plastl, neucinnost pfi hrubém
znecisténi) a studend plazma (technologie pouzivanad v USA), pres dezinfekci ozonem az po
biologické prostfedky, jako jsou napfiklad uzite¢né mikroorganizmy produkujici organické
kyseliny, bakteriociny a dalsi latky neantibiotického charakteru s bakteriostatickym nebo
baktericidnim dcinkem. Krom toho je nezbytné zlepsSit a usnadnit komunikaci mezi
jednotlivymi stupni reprodukéné-produkéni pyramidy s organy SVS, k cemuz by bylo mozné
vyuzit pocitacovy program, monitorujici cely integrovany produkéni systém, takze by byly
dostupné informace o tom, co se délo v kterékoli fazi od prarodi¢ovskych chov( az po konecny
produkt, véetné pouzitych dezinfekénich prostredk(, laboratornich ndlez(i a na né vazané
aplikace antimikrobialnich latek. Bohu Zel, komunikace mezi jednotlivymi provozy a spravnimi
organy je velice obtizna a nardzi na GDPR legislativu. Pokusy o jednotnou elektronickou
evidenci sice byly, ale zatim se prakticky nepodafilo je zavést, nicméné v budoucnu budou
nezbytnosti. Co se vzdjemné komunikace na Urovni terénu tyka, privatni veterinarni lékafi a
spole¢nosti nemaji jinou moZnost, nez poddvat producentim a chovateldm pouze
doporuceni, nemohou vsak nic nafizovat, pokud nejde o nebezpecné ndkazy. Skutec¢nou
zménu mUiZe zavést pouze ten, kdo ma ekonomickou vazbu v produkénim fetézci. Neni snadné
presvédcit provozy RCH a lihni, aby zavedly pomérné obtizné organizacni zmény, kdyz jejich
dlsledky se projevi az ve fazi vykrmu.



Pomoci by mohly i nékteré propagacni strategie, jako jsou anonymni porovnavani vysledk
nejhorsich a nejlepsich provozU, fotografie a videa, prezentace a odborné predndasky nazorné
ilustrujici kone¢né dusledky jednotlivych opatreni a také zapojeni odbornik(i z praxe do vyuky
na stfednich a vysokych skolach zamérenych na zemédélstvi a veterindrni medicinu. Také nize
uvedené metodiky testovani mikrobiologické zatéZze ndsadovych vajec by mohly prispét ke
zlepseni zdravotni a hygienické situace v chovech drlibeze. Ovérovani vztahl mezi
kontaminaci vajec a zdravotnimi parametry vzniklé populace kurat a jejich
kontrola, porovnavani vitality a zdravotniho stavu kurat z vajec z hnizd a z podestylky by mohly
byt skvélym nastrojem zlepSovani kvality populaci dribeze a sekundarné i ndstrojem snizovani
latek antibiotického charakteru v chovech drlibeze. Principy definované v dribezarské praxi
by pak mohly byt aplikovany i v chovech dalSich hospodarskych zvirat.

Z vyse uvedenych informaci bychom tedy mohli definovat, v ¢éem by mél spocivat systém
kontroly jakosti v reprodukcnich i uzitkovych chovech driibeze:

e Kontrola kontaminace a uUcinnosti dezinfekce nasadovych vajec
e Kontrola kvality a kontaminace nalihlych kurat

e Monitoring mikrobiologické zatéze prostredi dribezarny

e Monitoring mikrobiologické zatéze prostredi lihni

5.1. Uroven kontaminace nasadovych vajec, kontrola téinnosti dezinfekce vajec

Pfed zapocetim monitoringu je tfeba definovat pocty farem, hal, na kterych se odbéry budou
provadét a jaka kvanta materialu budou chovatelé, pripadné lihné, schopni poskytnout. Na
jednotlivych farmach je tfeba vytvofit zaznam o poctu vajec v hnizdech a v podestylce.
Participanty je tfeba presvédcit, Ze tento prizkum je tu pro né. K bakteriologickému vysetreni
je vdaném chovu sesbirdano s pouzitim sterilnich rukavic a cCistych prolozek vidy 10
nasadovych vajec snesenych do podestylky a 10 ndsadovych vajec snesenych tentyz den
dopoledne ve stejné hale do snaskovych hnizd. Vhodné je odebrat namatkové i 10 vajec pfimo
z kazdé navazky z kazdé farmy ptimo v lihni. V ndvaznosti na to je tfeba po nebo v pribéhu
lihnuti spocitat i nedolihla vejce a z kazdé navazky z dané farmy a odebrat jesté i nedolihla
vejce v poctu alespon 10 kusl. Je tfeba také predem projednat s laboratofemi, zda jsou
schopny poZadovana vysSetfeni vibec provadét, jaké jsou jejich kapacity a kolik vzorkl je
mozno uskladnit do vysSetreni, jaka u nich provést vysetreni a jaké kmeny mikroorganismu je
tfeba uchovavat pro potreby testaci. Vejce jsou do doby transportu a v prlibéhu transportu
uchovana pfi teploté +4°C. Transport do laboratore by mél byt proveden do 48 hodin po
odbéru. U vSech skupin vzork( by mélo byt provedeno zvlast vysetieni skofapek a obsahu (je
mozné rozdélit jesté na bilky, Zloutky a podskorapecné blany) a to z kazdého vejce a kazdé
skupiny, navazky a farmy oddélené. Pocty odebranych vzork( je mozno libovolné navysovat,
¢imz se vysledky zpresni a budou mit vyssi vypovidaci hodnotu. Stejnd mnozstvi vajec ze
stejnych skupin a navazek je tfeba mikrobiologicky testovat stejnymi metodami také po
provedené dezinfekci a po uplynuti expozi¢ni doby stanovené vyrobcem nebo platnymi
predpisy. Pokud ty nejsou stanoveny, lze pouZit postupy a ¢asy, které jsou uvedeny v kapitole
6.1.2.2. Dostatecné ucinny biocid by mél snizovat pocty mikroorganizmid o 4 a vice
dekadickych logaritm0 pfi pouziti simulace slabého organického znecisténi v porovnani
s kontrolou (misto biocidu pouZita sterilni voda).
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5.1.1. Bakteriologické vysetreni skorapek

Mikrobiologicka analyza je provadéna podle Krunt et al. (2021) a Kraus et al. (2021) spocivajici
v kultivaci materidlu a kalkulaci po¢tu mikroorganism( ve formé jednotek tvofricich kolonie
(KTJ, CFU na 1 g nebo 1 ml materialu nebo na celé vejce) ve vySetfovaném materialu. Stanoven
je celkovy pocet mikroorganism( (CPM, TNM) pocet E. coli (EC), Enterococcus spp. (ENT), které
jsou nejvyznamnéjsimi indikatory fekdlniho znecisténi. Dle dohody lze udélat i kultivace pro
detekci dalSich druhll nebo skupin mikroorganismu. K analyzam nesmi byt pouZita vejce od
nosnic lé¢enych antimikrobiky a to do uplynuti ochranné Ihdty stanovené pro dané
antimikrobikum a komoditu vejce.

Obrdzek 1: Kolonie Salmonella Enteritidis narostlé na Rambachové agaru maji ¢ervenou barvu
(foto: J. Bzdil).

Stanoveni mikrobiologické kontaminace je provadéno z povrchu vajecnych skorapek
nasledujicim zplUsobem. Kazdé vejce je oddélené umisténo do sterilniho plastového sacku,
napriklad homogenizacniho, s 10 ml fyziologického roztoku obohaceného peptonem — (9 g
chloridu sodného, 1 g peptonu a 1000 ml destilované vody Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
V pfipadé testovani dezinfekéniho ucinku je tfeba pouZit k oplachu neutralizacni roztok, ktery
odstrani rezidua dezinfekénich latek, ktera by mohla zamezit rlistu a déleni perzistujicich
mikroorganizm(l. Pldy je moZno zakoupit hotové i u komeréniho vyrobce (napf. LMS s.r.o.,
Jaromét, CR). V3echna vejce jsou ddkladné oplachovéna po dobu 120 sekund. Pokud neni
testovan ucinek biocidu, jsou vejce po tomto uUkonu vyjmuta z plastovych sacki
s fyziologickym roztokem s peptonem, osuSena sterilni gizou nebo bunifinou a
vydezinfikovana alkoholem (éteralkoholem 1 : 1, ten se rychleji odpafi a nezanecha rezidua,
ktera by zkreslila vysledek). Poté je vytvorena série fedéni pro kazdé vejce zvlast prendsenim
1 ml roztoku mezi 5 pfichystanymi zkumavkami s fyziologickym roztokem s peptonem (sloZeni
viz vyée) o objemu 10 ml (série fedéni 10°, 10, 102, 103, 10* a 10°5). Redéni 10° je pFipraveno
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pfimo z obsahu plastového sacku po oplachu skorapky. Z kazdého redéni je pfeneseno sterilni
pipetou na povrch agaru 0,1 —-0,2 ml tekutiny z kazdého fedéni nebo alternativné 1 ml tekutiny
do sterilni Petriho misky k naslednému zaliti agarem. Pfi ockovani na povrch agaru je inokulum
rozetfeno po povrchu agaru sterilni plastovou ,hokejkou” nebo klickou. Inkubace je
provedena po zaschnuti inokula aerobné pfi 36°C — 37,5°C po dobu pfi 48 hodin v pfipadé
enterokok(l a E. coli. V pripadé stanoveni poctu mikroorganizma (KTJ, CFU) je inkubace
provedena opét aerobné pfi 30°C po dobu 120 hodin. Denné je tfeba provadét kontrolu agart
pro pfipad jejich prerlstani. Pro detekci E. coli je pouzit Mac-Conkey(iv agar, End(iv agar, nebo
dalsi alternativni agar, na kterém Ize bezpecné rozeznat kmeny E. coli. Pro kultivaci enterokok(
je mozno pozit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alternativni pdu, ktera spolehlivé indikuje rust
enterokok(l. Celkové pocty mikroorganizm(l lze posuzovat na Standard Plate Count Agaru,
pfipadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery detekuje dalsi skupiny nebo rody a druhy
mikroorganizmu, jako jsou napfiklad enterobakterie, pseudomonady (P. aeruginosa), aerobni
sporuldty (Bacillus spp.) pfipadné anaeroby, se kterymi jsou u dribeZe také velké problémy
(Clostridium perfringens, Clostridium difficile atd.). Masopeptonovy krevni agar ukazuje mimo
jiné i hemolytické vlastnosti detekovanych mikroorganizm(l. Nasledné je provedeno spocitani
kolonii, prepocteni KTJ (CFU) na plvodni objem materidlu nebo na vejce a zdznam hodnot do
tabulek. Pocty kolonii byvaji prepocteny na dekadické logaritmy a ty jsou porovnavany.
Konfirmace kmen je provedena bud biochemickymi testy (napf. Lachema a.s. Brno, API-test
Bio-Mérieux...) nebo molekuldrné biologickymi metodami (MALDI-TOF, PCR...).

5.1.2. Bakteriologické vysetieni vajecnych obsahti

Stanoveni mikrobiologické kontaminace bilku (pfipadné Zloutku nebo podskofapecnych blan
je podrobeno stejnému postupu, jako stanoveni kontaminace vajeénych skorapek. Pred
rozklepnutim skofapky musi byt jeji povrch osusen od zbytk( oplachového média a
dezinfikovan oplachnutim v etanolu (o 60 - 96% koncentrace) nebo v éteralkoholu (pomér
éteru a alkoholu je 1 : 1 a alkohol byva 60 - 70%). Rozklepnuti vejce je provedeno po oschnuti
dezinfekéniho Cinidla, takZze nasledné vybaveni podskofapecnych blan, resp. bilku a Zloutku je
sterilni. VSechny materialy se daji opét do sterilniho sacku s 10 ml fyziologického roztoku
s peptonem (viz vySe) a materidl se promichdva s médiem 120 vtefin. Vyhodné je pouzit
homogenizacnich sackl s membranou a homogenizatoru (napf. Stomacher). Nésledné se
tekutina nafedi Fadou fedéni (10°, 102, 102, 103, 10* a 10" 5) jako v pfipadé skotapek. Redéni
10° je pfipraveno pfimo z primarniho obsahu plastového sacku po 120 vtefinovém promichani
s bilkem, Zloutkem nebo blanami. Z kazdého fedéni je preneseno sterilni pipetou na povrch
agaru 0,1 — 0,2 ml tekutiny nebo alternativné do sterilni Petriho misky k zaliti pidou 1 ml
tekutiny. Pfi oCkovani na povrch agaru je inokulum rozetifeno po povrchu agaru sterilni
plastovou ,hokejkou”. Inkubace je provedena po zaschnuti inokula aerobné pfi 36°C —37,5°C
po dobu 48 hodin v pripadé enterokokt a E. coli. V ptipadé stanoveni po¢tu mikroorganizma
(KTJ, CFU) je inkubace agaru provedena opét aerobné pfi 30°C po dobu 120 hodin. Denné je
tfeba provadét kontrolu agar( pro pripad jejich prerlstani. Pro detekci E. coli je pouzit Mac-
Conkey agar Enduv agar, nebo dalsi alternativni agar, na kterém lze bezpeéné rozeznat kmeny
E. coli. Pro kultivaci enterokok( je mozno pozit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alternativni
pldu, kterd spolehlivé indikuje rast enterokoku. Celkové pocty mikroorganizmu Ize detekovat
na Standard Plate Count Agaru, pfipadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery detekuje
i hemolytické vlastnosti mikroorganismi. Nasledné je provedeno spocitani kolonii a
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prepocteni KTJ na pldvodni objem materialu nebo vejce. Pocty kolonii byvaji prepocteny na
dekadické logaritmy a ty jsou porovnavany. Vysledky mohou byt také vyjadieny kvalitativné
(mikroorganizmus je nebo neni pfitomen) nebo semikvantitativné s pomoci jednoho az ¢ty
krizkd. Konfirmace kmen je provedena bud biochemickymi testy (Lachema a.s. Brno, API-test
Bio-Mérieux...) nebo molekuldrné biologickymi metodami (MALDI-TOF, PCR...). Tabulka 1
ukazuje orientacni hodnoty mikrobialni kontaminace jednotlivych struktur slepicich vajec ze
snaskovych hnizd v zavislosti na délce a teploté skladovani.

wve

5.1.3. Testovani ucinnosti dezinfekcnich prostifedkl u nasadovych vajec

Ze stejné série nebo dodavky testujeme alespon 20 ndsadovych vajec. Celkem 10 suchych
vajec je oddélené umisténo do sterilnich plastovych sacku, napriklad homogenizac¢nich s 10 ml
fyziologického roztoku s peptonem — (9 g chloridu sodného, 1 g peptonu a 1000 ml destilované
vody Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Pidy je moZno zakoupit hotové i u komeréniho vyrobce
(napf. LMS s.r.o., JaroméF, CR). Viechna vejce jsou dikladné oplachovana po dobu 120
sekund.
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Obrazek 2: Vejce snesend do podestylky nejsou z diivodu mikrobidlni kontaminace vhodnd pro
vyuZiti v lihni (foto: J. Bzdil).

Po tomto ukonu jsou vejce vyjmuta z plastovych sackd a osusena na vzduchu pfi pti 20 £ 1°C.
Poté je vytvorena série fedéni pro kazdé vejce zvlast prenasenim 1 ml roztoku mezi 5
pFichystanymi zkumavkami s fyziologickym roztokem s peptonem o objemu 10 ml (10°, 107,
102,103, 10* a 10 °). Redé&ni 10° je pFipraveno piimo z obsahu plastového sa¢ku po oplachu
skorapky. Z kazdého rfedéni je preneseno sterilni pipetou paralelné na povrch 2 ploten agaru
po 0,1 — 0,2 ml tekutiny z kazdého rfedéni nebo alternativné do sterilni Petriho misky k zaliti
pGdou po 1 ml tekutiny. Pfi ockovani na povrch agaru je inokulum rozetfeno po povrchu agaru
sterilni plastovou ,hokejkou” nebo klickou. Inkubace je provedena po zaschnuti inokula
aerobné pfi 36°C — 37,5°C po dobu 48 hodin v ptipadé enterokok a E. coli.

Obrdzek 3: Detail povrchového znecisténi nasadovych vajec snesenych do podestylky (foto: J.
Bzdil).

V pfipadé stanoveni poctu mikroorganizmi (KTJ, CFU) je inkubace provedena opét aerobné
pfi 30°C po dobu 120 hodin. Denné je tfeba provadét kontrolu agari pro pfipad jejich
prerastani saprofytickou mikroflérou. Pro detekci E. coli je pouzit Mac-Conkey agar, Endlv
agar, nebo dalsi alternativni agar, na kterém lze bezpecné rozeznat kmeny E. coli. Pro kultivaci
enterokok(l je moZno poZit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alternativni pldu, ktera spolehlivé
indikuje rast enterokokll. Celkové pocty mikroorganizmu lze posuzovat na Standard Plate
Count Agaru, pfipadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery detekuje dalsi skupiny nebo
rody a druhy mikroorganizm(, jako jsou napriklad enterobakterie, pseudomonady (P.
aeruginosa), aerobni sporulaty (Bacillus spp.), pfipadné anaeroby, se kterymi jsou u drlibeze
také velké problémy (C. perfringens, C. difficile, C. colinum atd.) a ukazuje i hemolytické
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vlastnosti mikroorganismu. Nasledné je provedeno spocitani kolonii, pfepocteni KTJ (CFU,
TNM) na plvodni objem materidlu nebo na vejce a zaznamendni hodnot do tabulek. Pocty
kolonii byvaji pfepocteny na dekadické logaritmy a ty jsou porovnavany. Konfirmace kment je
provedena bud biochemickymi testy (Lachema a.s. Brno, API-test Bio-Mérieux...) nebo
molekularné biologickymi metodami (MALDI-TOF, PCR...). Nasledné je z téchto 10 vajec
provedeno vysetieni obsah( a podskorapecnych blan. Pred rozklepnutim skordpky musi byt
jeji povrch osusen od zbytkl oplachového média a povrch oSetfen éteralkoholem (1 : 1).
Rozklepnuti vejce je provedeno sterilné po oschnuti éteralkoholu, takze nasledné vybaveni
podskotrapecnych blan, resp. bilku a Zloutku je sterilni. VSechny materidly se daji opét do
sterilniho sacku s 10 ml fyziologického roztoku s peptonem (viz vySe) a material se promichava
s médiem 120 vtefin. Vyhodné je pouzit homogenizacnich sacki s membranou a
homogenizatoru (Stomacher). Nasledné se tekutina nafedi fadou fedéni (10°, 10, 102, 103,
10 a 10 ®) jako v p¥ipadé skorapek. Redéni 10° je p¥ipraveno piimo z primarniho obsahu
plastového sacku po 120 vtefinovém promichani s bilkem, Zloutkem nebo blanami. Z kazdého
fedéni je pfeneseno sterilni pipetou na povrch agaru 0,1 — 0,2 ml tekutiny nebo alternativné
do sterilni Petriho misky k zaliti pddou 1 ml tekutiny.

Zbylych 10 suchych vajec ze stejné série ponofime v homogeniza¢nim sacku do 20 ml
pracovniho roztoku biocidu (experimentadlné mlzZe byt vice rlGznych fedéni), nebo vejce
oSetfime plynovanim, UV zatenim, studenou plazmou, ozénem nebo dalSimi metodami. Délku
procedur, koncentrace latek, intenzitu zarfeni a délku expozic stanovi vyrobce téchto latek
nebo pfistrojd. Pokud tomu tak neni, pouzijeme délky expozic jako v kapitole 6.1.2.2., to jest
1 minutu £ 5 vtefin az 360 minut £ 10 vtefin. Exponovana vejce vyjmeme z roztoku biocidu a
nechame oschnout, pokud jsou vlihka. Alternativné je mozné provést expozice po 5, 15, 30, 60,
90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 a 360 min + 10 vtefin. Pak oschla vejce premistime
do homogeniza¢niho sac¢ku s 10 ml TSB s neutraliza¢nim roztokem (1 : 1) a omyvame 120
vtefin, pak vejce vyjmeme a nechame opét oschnout na vzduchu pfi 20 + 1°C. Nasledné TSB s
neutraliza¢nim roztokem po omyti vajec naredime jako u vajec neoSetienych biocidem (viz
vySe) a kultivujeme, inkubujeme, vysledky vyhodnocujeme a zaznamendvame stejnym
postupem. Vysledky odeéteme, zapiSeme, logaritmujeme a porovname. Z biocidem
oSetfenych vajec po jejich neutralizaci a oschnuti nasledné sterilné vyjmeme podskorapeéné
blany a obsahy a vysetfime opét stejnym zplsobem, jako u biocidem neosetfenych vajec (viz
kapitola 5.1.2.). Pred rozbitim skorapky vSak nepouzivdame povrchovou dezinfekci
éteralkoholem, ktery by vysledky mohl zkreslit!

5.2. Kvalita a kontaminace nalihlych kurat

Pti prejimce kurat a jejich ustdjeni je 100 ks jedincli namatkové vybranych z celé zasilky
zvazeno, stanoveny jsou hrani¢ni hodnoty hmotnosti a stanovena uniformita v %.
K mikrobiologickému vysetfeni je namatkové z celé zasilky odebrano 10 ks kurat, ktera jsou
hmotnosti, 3 kurata s nejvyssi a 4 kufata s hmotnosti blizkou prdméru. Pocty vzork( je mozno
zvétsit po dohodé s chovatelem. Ndlezy u kurat rznych vahovych kategorii je moZné porovnat
i mezi jednotlivymi rozmnoZovacimi chovy. Z utracenych kurat jsou odebrany vzorky dle
nasledujiciho postupu. Po manudlnim roztrzeni klize ve ventralni ¢asti stény télni dutiny je
proveden stér z podkozi v oblasti pupku tamponem systému Transbak. Pfi odbéru je tfeba
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tamponem pootacet kolem podélné osy, aby byl zachyt mikroorganism( co nejefektivnéjsi.
Stejnym zplsobem je proveden odbér stéru z organa dutiny télni a stéru ze Zloutkového
vacku. Manipulaci s kadavery kutat a odbér vzorkd je tfeba provadét vidy v gumovych
rukavicich, které mezi jednotlivymi kufaty a soubory kurfat musime dezinfikovat
éteralkoholem. Tampony jsou vlozeny do Amiesova agaru systému Transbak, peclivé
oznaceny, vloZieny do prepravniho nepropustného sacku a odeslany do laboratore pfi
chladnickové teploté (+4°C) do 24 hodin po odbéru. Kromé toho mohou byt z utracenych 10
kurat kazdé skupiny namatkové odebrany i 4 stehenni kosti s pomoci ostrych chirurgickych
nGzek a umistény do sterilniho sa¢ku a opét dlikladné oznaceny. Vzorky je tfeba opét ve
zchlazeném stavu dorudit do laboratofe. Navic je moiné odebrat k mikrobiologickym
analyzam také hlavicky dekapitovanych kurat a provést kultivaci z mozku. Pozitivni kultivaéni
mikrobiologické nalezy z kostni dfené a mozku indikuji pomérné spolehlivé septikémii.

Jinou variantou je odbér a mikrobiologicka kultivace vzork( pfimo na misté odbéru. Pred
zapocetim kultivace je tfeba na pracovni plochu umistit 1 plotnu s krevnim agarem s
odklopenym vickem, abychom zjistili pocet kolonii ve spadu ze vzduchu a validovali tim nasi
kultivacni metodu. Po ukonceni prace plotnu uzavieme vickem a oznacime vidy na spodku
plotny. Kazdy stér je proveden stérovym vatovym tamponem na Spejli a po expozici je
nakultivovan roztérem na celou plochu krevniho agaru ve tfech smérech, aby byla dokonale
vyuzita plocha plotny. Plotny je tfeba otevirat jen na co nejkrat$i dobu, aby nedoslo ke
kontaminaci environmentdlni mikroflorou. Kultivace kostni dfené je provedena tenkou sterilni
bakteriologickou klickou nebo inokulaéni jehlou po opatrném opdleni povrchu materiadlu
opalovaci plynovou pistoli a rozlomeni nebo prestfizeni kosti sterilnimi ntzkami. Plotny je
tfeba dorudit do laboratore ve zchlazeném stavu (+4°C). Inkubace je provedena opét aerobné
18 — 24 (48) hodin pfi 36°C — 37,5°C. Stejnymi kultivatnimi metodami je moZno provést
kultivaci i na jiné selektivni nebo selektivné diagnostické pudy (End(iv agar, XLD agar, RLM
agar, Rambachlv agar, EdwardsQv agar, Slanetz-Bartley agar, Baird-Parkerldv agar,
Sabouraudv agar), pokud bychom chtéli monitorovat specifické skupiny, rody nebo druhy
bakterii (enterobakterie, salmonely, listerie, enterokoky, streptokoky, stafylokoky, kvasinky,
plisné, rasy a dalsi). Specifika zpracovani a inkubace jsou popsany v predchozich kapitolach,
SOP 01/21 (Bzdil, 2021) nebo v patficnych dalSich SOP. Vysledek mulze byt vyjadren
kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen), semikvantitativné na jeden az ctyfi
krizky podle intenzity narlstu (kritéria hodnoceni ukazuje Tabulka 2). Presnéjsi kvantifikaci Ize
provést vlozenim 1 g materidlu do 10 ml fyziologického roztoku nebo fyziologického roztoku s
peptonem a po 120 vtefinach michani (vortexovani) provést kultivaci (jako u skofapek) véetné
desetindsobnych fedéni az do 10°°. Typizace je provedena bud biochemickymi testy (Lachema
a.s. Brno, API-test Bio-Mérieux...) nebo molekularné biologickymi metodami (MALDI-TOF,
PCR...).

5.3. Monitoring mikrobiologické zatéze prostredi driibezarny
5.3.1. Monitoring mikrobialni zatéze podestylky
Z kazdého sledovaného rodi¢ovského chovu jsou alespon 1x ro¢né nebo 1x v daném zastavu

odebrany smésné vzorky podestylky o hmotnosti 100 gram(l. Vzorkovani by mélo pokryt
rovnomeérné plochu celé haly (10 mist). Bakteriologické vySetfeni by mélo probihat stejnymi
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Skorapky
Délka Teplota E. coli (log) Enterokoky (log) CPM (log)
skladovani skladovani
(dny) (°C)
0 Cerstvé 4,82-5,95 1,42-3,37 5,75-6,56
14 5 4,61-5,21 1,41-3,69 4,95-5,58
14 20 3,87-4,97 0,41-1,91 4,78-6,08
28 5 4,03-5,18 0,81-2,98 5,17-6,22
28 20 4,70-5,56 0-2,09 2,60-5,45
Podskorapkové blany
0 cerstvé 0 0 0-0,48
14 5 0-0,95 0 0-1,62
14 20 0-1,23 0 0,13-1,75
28 5 0 0 0-0,70
28 20 0-0,57 0-0,57 0-0,47
Bilek
0 cerstvé 0 0 0-0,60
14 5 0-1,23 0 0-0,83
14 20 0-0,57 0 0
28 5 0-1,13 0 0-0,47
28 20 0 0 0-0,70

Tabulka 1: Orientacni tabulka mikrobidlni kontaminace jednotlivych struktur slepicich vajec ze
sndskovych hnizd v zavislosti na délce a teploté skladovdni v log CFU/1 vejce (upraveno dle
Kraus et al. 2021)

Legenda: Kolonie tvofici jednotky byly manudlné spocitiny na Petriho miskdich, hodnoty dosazeny do vzorce a vyslednd
hodnota byla zlogaritmovana. Vychazeli jsme z nasledujiciho vzorce: CFU = (NI + N2) /2. D . K; kde N1 = pocet kolonii na
1. Petriho misce, N2 = pocet kolonii na 2. Petriho misce, D — stuperi Fedént (10°, 10%, 102, 103, 10* nebo 10%), K = koeficient
10 (pro CPM) nebo 100 (pro EC a ENT).
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postupy s pouzitim stejnych pad, jako tomu je u vajec a kurat. Pfed kultivaci je 100 g smésny
vzorek dukladné promichdan sterilni Spachtli nebo jinym sterilnim nastrojem. Deset gramu
promichané smési je pak suspendovano ve 100 ml fyziologického roztoku nebo fyziologického
roztoku s peptonem po dobu 120 vtefin. Mnozstvi fyziologického roztoku je mozné zvétsit pri
vysSi savosti materidlu. Ddle je provedeno fedéni v fradé zkumavek s fyziologickym roztokem
(109 1071, 102, 103, 10* a 10™). Nasledné je provedena kultivace na agarové pudy a inkubace
jako u vajec a kurat. Hodnoceni je provedeno bud’ kvantitativné s uvedenim po¢tu KTJnalg
materialu, nebo jednotlivych monitorovanych skupin, rod nebo druh(i mikroorganizma, nebo
semikvantitativné s pomoci kfizka (viz Tabulka 2), pfipadné kvalitativné (mikroorganizmus je
nebo neni pfitomen). U kvantitativnich vysledkd je dobré opét kalkulovat s dekadickymi
logaritmy.

Obrazek 4: Hmotnostni rozdily mezi kuficemi nalihlymi z vajec z hnizd a vajec z podestylky
mohou byt v 87 dnech stdfi i vice nez 50 %. Vlevo je kufice normdlné somaticky vyvinutd,
vpravo pak kurice vylihld z kontaminovaného vejce z podestylky.
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5.3.2. Monitoring mikrobialni zatéZe kadavera rodica

Z kazdého sledovaného rodi¢ovského chovu je 2x ro¢né odebrdno po 5 - 10 kusech cerstvé
uhynulé nebo utracené dribeZe s pfiznaky onemocnéni. Bakteriologicka kultivace je
provedena z plic, jater, tenkého stfeva a kosti kazdého kadaveru na stejné pudy jako v pfipadé
kurat a stejnym zplsobem probihd i inkubace. Mikrobidlni zatéz je vyjadfena bud
semikvantitativné s pouzitim jednoho az ¢tyr k¥izk( jako u kurat (viz Tabulka 2), pfipadné se
pouzije fedici kvantitativni metoda s prepo¢tem na hmotnost vysSetfovaného materidlu a
stanovenim poctu KTJ na 1 g materidlu nebo jednotlivych monitorovanych skupin, rod(i nebo
druhl mikroorganizm(, pripadné kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen). U
kvantitativnich vysledk( je dobré opét kalkulovat s dekadickymi logaritmy.

5.3.3. Monitoring mikrobialni zatéze snaskovych hnizd

Z kazdého sledovaného rodicovského chovu je 2x rocné odebrdno 10 otisk(l z prostredi
podlahy hnizd tak, aby byla rovnomérné ovzorkovana cela hala. Jako otiskovy agar byva volen
masopeptonovy krevni agar, pripadné jiny, na kterém dobfe porostou rizné rody, druhy a
skupiny mikroorganizm(. Inkubace je provedena za stejnych podminek jako u kufat. Po
inkubaci je provedeno spocteni kolonii a proveden pfepocet KTJ na jednotku plochy (100 cm?)
a ddle jsou identifikovany jednotlivé mikroorganismy kvantitativné, semikvantitativné
s pomoci krizk(, nebo kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen). Jejich izolaty
mohou byt pouzity k dalsim Setfenim (konfirmace, sekvenace, testace citlivosti atd.). U
kvantitativnich vysledk( je dobré opét kalkulovat s dekadickymi logaritmy.

Pocet KTJ mikroorganizm( na | Pocet krizk(
plotné

1-10 +

11-50 ++

51-300 +++

nad 300 ++++

Tabulka 2: Semikvantitativni hodnoceni ndrtustu mikroorganizmi na Petriho miskdch s pomoci
krizka (upraveno dle Bzdil 2021).

5.4. Monitoring mikrobidlni zatéze lihni

Lihné hraji z epizootologického hlediska, tedy z hlediska mozného vzniku a sifeni nadkaz, velmi
vyznamnou roli. Je tfeba si uvédomit, Ze se v téchto provozech potkdavaji ndsadova vejce
z rlznych regionl a chov( s rliznou zoohygienickou Urovni a kvalitou vajec, proto i nasadova
vejce mohou mit rozdilnou kvalitu a mohou na svém povrchu nést velmi rozmanity mikrobiom,
ktery kromé béznych a neskodnych mikroorganizmi muzZe obsahovat i vyznamné patogeny.
Lihné se tak stavaji jakymsi pomysinym ,mixaznim mikrobiologickym pultem®. V prabéhu
lihnuti dochdzi k uvolfovani prachovych ¢astic ze skorfapek a k tvorbé aerosolu, ktery mize
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tfeba i diky jedinému znecisténému nebo infikovanému vejci kontaminovat celou obsadku
kufat. Proto i zde je nezbytné provadét pravidelné kontroly, o kterych by mél byt veden
zaznam a za timto Ucelem by lihfarské podniky mély mit vypracovany funkéni systém kontroly
kvality. Snad jen pro kontrolu bychom radi pfipomnéli, jaké Uikony a Cinnosti by mély byt
z veterinarniho hlediska do kontrolnich mechanizmu systému kvality zapojeny. Lze je shrnout
do 4 bodu:

e Vizualni posouzeni doru¢enych nasadovych vajec
e Pravidelna mikrobiologicka kontrola prostredi lihné
e Mikrobiologicka kontrola lihfiafskych odpad(

e Pravidelna kontrola hygieny a Cisténi dopravnich prostredki
5.4.1. Vizualni posouzeni doru¢enych nasadovych vajec

Vizualni kontrola dorucenych vajec by méla byt provadéna u kazdé dorucené série podle
jednotlivych dodavatell. Pfi dostatecném osvétleni je tfeba zkontrolovat Cistotu nebo stav
znecdisténi povrchu, velikost, hmotnostni uniformitu, tvar vajec, popsat pfipadné deformity,
silu skordpek, barevné anomalie, poSkozeni a o viem provést zapis. Ten mlzZe byt nasledné
soucasti zpétné vazby a komunikace s chovatelem. V pfipadé podezfeni z kontaminace je
mozné provést mikrobiologickou kontrolu vajec v akreditované laboratofi. K vysetreni by mélo
byt odebrano alespon 10 vajec z kazdé dodavky z dané farmy. Postupy jsou prehledné
popsany v kapitoldch 5.1.1. a 5.1.2.

5.4.2. Pravidelna mikrobiologicka kontrola prostredi lihné

Z lihnarského provozu je dobré odebrat nejméné 10 stér( nebo otiskl a zpracovat a
vyhodnotit je dle metodik uvedenych v kapitolach 6.2.3.1. - 6.2.3.4. Odbéry by se mély
provadét pravidelné a periodicky a to z mist, kterd jsou nejvice exponovana. Tim je pfedevsim
podlaha jednotlivych boxu lihné, sténa lihné, podlaha a sténa chladirny a pfipravny vajec a to
v mistech, kde je nejintenzivné;jsi pohyb v pribéhu manipulaci s voziky nebo bednami a také
chodby, kterymi se pohybuji zaméstnanci. Kritickymi misty jsou i pasy prepravujici kufata a
ventilaéni potrubi. Seznam kritickych mist, kde je nejpravdépodobnéjsi kontaminace, by si
kazdy podnik navrhnout sdm ve spolupraci s veterinarnim lékarem. Stéry je dobré provadét
z plochy 100 cm?, aby bylo moZné nélez pfipadné kvantifikovat. Podobné je moZné provést
kontrolni stéry po umyti a dezinfekci transportniho vozidla (viz kapitola 5.4.4.). Posoudit Ize
vysledky opét kvalitativnim zplUsobem (Salmonely jsou nebo nejsou pfitomny),
semikvantitativnim (viz Tabulka 2) nebo kvantitativnim zpldsobem s vyjadrenim KTJ (CPM)
mikroorganizmi na jednotku plochy. O kontrolach je tfeba provadét zdznam, ktery muze
slouzit jako doklad pro pfipadné auditory.

Je mozné také vysetfit 50 g prachu ze zafizeni nebo ventilacnich priduchl a trubek na
Salmonella spp. Tento prach se smisi s 200 ml predehraté pufrované peptonové vody (BPV,
PPV). Suspenze je dlikladné promichdana sterilni ty¢inkou nebo dfevénou Spachtli, protfepana
na tfepacce po dobu 120 vtefin a inkubovana pfi 37 £ 1°C po dobu 18 *+ 2 hod. Nasledné se
provede selektivni pomnozZeni na semisolidnim agaru dle Rappaport - Vassiliadise (MSRV) po
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dobu 24 + 3 hod pti 41,5 + 1°C. Pipetou se odebere 0,1 ml inkubované PPV u stény vzorkovnice
z povrchové vrstvy tekutiny a naockuji se 3 jednotlivé kapky na povrch plotny (@ 140 mm),
nebo po 1 kapce na 2 plotny (@ 90 — 100 mm). Plotny s MSRV se inkubuji vickem nahoru, aby
nedoslo k potrhani agaru. Pozitivni narist salmonel se projevi zonou rlstu a oblackovitym
zdkalem pldy sjasnym okrajem. V pfipadé, Ze je MSRV po 24 + 3 hodinach negativni,
prodluzZuje se inkubace o dalSich 24 + 3 hodiny a teprve pak se pfikroci k vyockovani na pevné
pudy z okraje zakalu na MSRV na XLD a 1 dalsi selektivni pidu dle vlastniho vybéru. PGdy musi
byt predehraty na pokojovou teplotu a musi mit zavadly povrch. Z okraje rlistové zény
na MSRV se odebere klickou (obj. 10 ul) z hloubky agaru material a naockuje se obvyklym
zpUsobem na povrch obou selektivnich pld. Pokud neni patrna zéna, odebere se materidl
pfimo z inokulovaného bodu. Agarové selektivni ptdy se inkubuji pfi 37 £ 1°C po dobu 24 + 3
hodiny. Pozor na kolonie atypické (laktézopozitivni, bez sirovodiku, nebo v R-fazi rlstu!).
Diagnostika rodu, druhu a sérovaru probihda molekuldrné (MALDI-TOF, PCR), biochemicky
testy pro Enterobacteriaceae a sérologicky s pomoci O a H sér. Vysledky kultivaci mohou byt
vyjadreny kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen) nebo semikvantitativné na
jeden az ctyri kfizky podle intenzity narlstu (kritéria hodnoceni ukazuje opét Tabulka 2).
Vysetreni prachu je pomérné presnym indikatorem pritomnosti salmonel v provozu a jejich
nalez byva v lihnich prekvapivé vysoky.

5.4.3. Mikrobiologicka kontrola lihinafskych odpadu

V prubéhu lihnuti kufat dochazi ke vzniku odpadu, jako jsou skorapky s podskorapecnymi
blanami a zbytky tekutin, prach nebo nedolihla vejce. Vzhledem k tomu, Ze odpady prosly
dlouhodobou inkubaci, bylo by asi bezpfedmétné stanovovat pocty mikroorganizma v urcitém
mnozstvi odpadu, mizeme vsak kvalitativné ovéfit alespon pfitomnost nékterych oportunnich
nebo potencidlnich patogen(, jako jsou salmonely, pasteurely, galibakteria, ornitobaktery,
avibakteria, S. aureus, listerie, mykoplazmata, chlamydie, patogenni kmeny E. coli, pfipadné
dalsi dle uvazeni a aktualni epizootologické situace. K vySetfeni odebereme smésny vzorek
odpadu z rliznych &asti lihné po vylihnuti kurat. Ten je tvoren predevsim zbytky skofapek,
podskorapecnych blan, tekutin a prachu o hmotnosti 200 g. Sto gramu je v laboratofi ve vétsi
sterilni nddobé rozdrceno na mensi kousky a dikladné promichdno a zalito fyziologickym
roztokem nebo fyziologickym roztokem s peptonem tak, aby odpad zcela nasakl tekutinou a
aby hladina tekutiny dosahovala asi 1 - 2 cm nad povrch materidlu. Po dobu 120 vtefin
suspenzi tfepeme pfi nizkych otdckach na tfepacce a ndsledné vyockujeme tekutinu sterilni
mikrobiologickou klickou nebo vatovym tampdénem na povrch krevniho agaru. Inkubace je
provadéna aerobné 18 — 24 (48) hodin pfi 36°C — 37,5°C. Stejnym postupem je mozZno provést
kultivaci i na jiné selektivni nebo selektivné diagnostické pldy (Endlv agar, XLD agar, RLM
agar, Rambachlv agar, EdwardsQv agar, Slanetz-Bartley agar, Baird-ParkerQv agar,
Sabouraudlv agar), pokud bychom chtéli monitorovat specifické skupiny, rody nebo druhy
bakterii (enterobakterie, salmonely, listerie, enterokoky, streptokoky, stafylokoky, kvasinky,
plisné, fasy a dalsi). Pokud bychom chtéli vysetfit materidl na viry, mykoplazmata nebo
chlamydie, je moZné material zpracovat stejnym zplsobem ale jako médium by byla pouZita
sterilni destilovand voda. Jeden aZz 2 ml suspenze by pak byly odebrany do sterilni
Eppendorfovy zkumavky a predany k vysetfeni metodou PCR.
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Dalsich 100 g materialu je moZzno poufZit k detekci salmonel, se kterymi maji chovatelé vleklé
problémy. Materidl je zalit pufrovanou peptonovou vodou (PPV, BPV) tak, aby jeji hladina
sahala asi 1 - 2 cm nad povrch materialu, suspenze je dlikladné promichana sterilni ty¢inkou
nebo dievénou Spachtli, protfepana na tfepacce po dobu 120 vtefin a inkubovana pti 37 £ 1°C
po dobu 18 + 2 hod. Ndsledné se provede selektivni pomnoZeni na semisolidni agar dle
Rappaport - Vassiliadise (MSRV) po dobu 24 + 3 hod pfi 41,5 + 1°C. Pipetou se odebere 0,1 ml
inkubované PPV u stény vzorkovnice z povrchové vrstvy tekutiny a naockuji se 3 jednotlivé
kapky na zavadly povrch plotny (@ 140 mm), nebo po 1 kapce na 2 plotny (@ 90 — 100 mm).
Plotny s MSRV se inkubuji opét vickem nahoru. Pozitivni ndrlst se projevi zénou rlistu a
zdkalem pldy sjasnym okrajem. V pfipadé, Ze je MSRV po 24 + 3 hodinach negativni,
prodluZuje se inkubace o dalSich 24 + 3 hodiny a teprve pak se pfikroci k vyockovani na pevné
pldy z okraje zakalu na MSRV na XLD a 1 dalsi selektivni pGdu dle vlastniho vybéru. P4dy musi
byt pfedehraty na pokojovou teplotu a musi mit zavadly povrch. Z okraje rlstové zény v MSRV
se odebere klickou (obj. 10 ul) z hloubky agaru material a naockuje se obvyklym zplisobem na
povrch obou selektivnich pld. Pokud neni patrnd zéna zdkalu, odebere se material pfimo
z inokulovaného bodu. Pokud je MSRV agar zkaleny cely, provede se inokulace z okraje plotny.
Agarové selektivni pldy se inkubuji pfi 37 £ 1°C po dobu 24 + 3 hodiny. Pozor na kolonie
atypické (laktézopozitivni, bez sirovodiku, nebo v R-fazi rastu!). Diagnostika rodu, druhu a
serovaru probihd molekuldarné (MALDI-TOF, PCR), biochemicky testy pro Enterobacteriaceae
a sérologicky s pomoci O a H sér. Vysledky kultivaci mohou byt vyjadreny kvalitativné
(mikroorganizmus je nebo neni pritomen) nebo semikvantitativné na jeden az Ctyri krizky
podle intenzity narlstu (kritéria hodnoceni ukazuje opét Tabulka 2).

5.4.4. Pravidelna kontrola hygieny a cisténi dopravnich prostiedki

Z kazdého vozidla je dobré odebrat nejméné 3 stéry nebo otisky a zpracovat a vyhodnotit je
dle metodik uvedenych v kapitolach 6.2.3.1. - 6.2.3.4. Odbéry by se mély provadét po
ukonceni prejimky na farmach a to z mist, ktera jsou nejvice exponovana. Tim je predevsim
podlaha korby v misté dvefi nebo povrch hydraulické ploSiny, s pomoci které se voziky
s bednami, v nichZ jsou kufata uloZena, spoustéji na zem. Jeden stér by bylo dobré udélat
z libovolného mista vnitini stény korby. Stéry je dobré provadét z plochy 100 cm?, aby bylo
mozné nalez pfipadné kvantifikovat. Podobné je moZné provést kontrolni stéry po umyti a
dezinfekci vozidla. Posoudit Ize vysledky kvalitativnim zptisobem (Salmonely jsou nebo nejsou
pfitomny) nebo kvantitativnim zplsobem s vyjadienim KTJ (CPM) mikroorganizm( na
jednotku plochy. O kontrolach je tfeba provadét zaznam.

5.5. Praktické vystupy pro chovatele a veterinare

Prace Krause et al. (2021) poukazuje na zdavislost mikrobialni kontaminace vajec z hnizd na
plemenné pfrislusnosti nosnic. NejlepSich vysledkl a nejmensi mikrobidlni zatéz vykazuje
plemeno Leghornka bila. Je to dano pravdépodobné plemennou schopnosti tvofit silnéjsi
skorapku a silnéjsi a kvalitnéjsi kutikulu vejce a produkovat vice antimikrobni latky lysozymu
do kutikuly a vajecného obsahu. Statisticky stejni autofi pfekvapivé prokazali, Ze skladovanim
vajec pfi vhodné teploté pocet mikroorganizm( v jednotlivych strukturach vejce s ¢asem
paradoxné klesa. Za optimalni teplotu a cas, kdy je Ubytek mikroorganizml nejvétsi, je
skladovani po dobu 28 dn(i pfi 20°C. Téchto poznatkll by bylo moZzno vyuZit v prabéhu osetfeni
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vajec pred lihnutim (mozind by bylo dobré otestovat pripravky sobsahem lysozymu,
imunopeptidl a voskll na oSetfeni povrchu vajec), pripadné delsi skladovani oplozenych a
oSetfenych vajec pfi vhodné teploté a vihkosti.

Jako prakticky pfiklad negativniho vlivu mikrobidlni kontaminace nasadovych vajec uvadime
nize dvé tabulky, které dokladuji nar(ist nalezu a spektra enterokok( ve Zloutkovych vaccich a
organech jednodennich kurat z produkénich a reprodukénich chovll driibeze v poslednich
dvou letech (viz Tabulky 3 a 4). Z nékterych neoficidlnich zdrojli vime, Ze se v roce 2024 zvysila
poptdvka po jednodennich kuratech, nicméné kapacita produkce nasadovych vajec v
rodi¢ovskych chovech byla nedostacujici. V lihnich byla proto vyuzivana ve vétsi mire (snad i
nevédomé) také kontaminovand vejce z podestylky. Nasledky na sebe nenechaly dlouho
Cekat. Jako veterindrni Iékati jsme v roce 2024 museli fesit na drlibezich farmach Moravy a
Slezska vysokou miru nemocnosti zvifat. | pres intenzivni kurativni ¢innost doslo na nékolika
farmach k dhynlm a ztratam az 10 % populace. Stav se nam podafilo stabilizovat v nékterych
pfipadech aZ po 3 tydnech. KdyZ jsme zpétné analyzovali vysledky mikrobiologickych rozbort
jednodennich kufat, ukdzalo se, Ze na vSech farmdach s vyjimkou jedné, kde zdravotni
problémy zaznamenany nebyly, se meziro¢né v porovnani s rokem 2023 zvysil pocet nalezu
enterokok(l v organech a Zloutkovych véaccich a rovnéz se zvysila druhovd rozmanitost téchto
mikrob(, coZ jasné ukazuje na zhorsenou kvalitu nasadovych vajec. V Tabulkdch 3 a 4 jsou
naruUsty nalezd (prevalenci) oznaceny Zluté. Z toho vyplyva, Ze by chovatelé rozhodné neméli
litovat finan¢nich nakladd na vysetreni, kterd mohou osvétlit pric¢inu ztrat. Rovnéz je treba
doporucit chovatellim zvySovat tlak na producenty nasadovych vajec a lihfiafské podniky ve
smyslu zvySovani kvality ndsadovych vajec i jednodennich kurat. Chovatelé stale argumentuji
tim, Ze takové moznosti jsou velmi omezené, Ze kapacita lihni i rodicovskych chovi neni tak
vysoka a Ze nakup vajec nebo JDK v zahraniéi, napfiklad v zapadni Evropé, je pfiliS drahy.

Ne vSechny problémy lze ale svadét jen na kvalitu jednodennich kutat. Kvalitu krmiv mame,
jak jiz bylo receno, po strance zastoupeni jednotlivych Zivin podchycenou a stabilizovanou,
nicméné kvalita surovin pro jejich vyrobu byvda v mnoha pfipadech nevalna. V mnoha
pfipadech je problémem i mechanicka struktura krmiv. Zatimco vzorek Sarze krmiva dodany
vyrobcem je v poradku, krmivo odebrané pfimo z prepravniho vozu obsahuje ¢asto vysoky
podil prachové slozky. Néktefi zootechnici a chovatelé nas informovali az o 50% pritomnosti
prachové slozky v krmivu. Prachova slozka ve voleti absorbuje vodu, mlZe se zménit
v téstovitou hmotu a vznikne takzvané meékké vole. Jeho obsah se nepasdZuje travicim
traktem, mlze podlehnout mikrobidlnimu rozkladu a nasledné muze vyvolat autointoxikaci
(samootravu) postizenych zvifat rozpadnymi produkty a metabolity mikrobl. Nékdy se
setkdvame i s pripady, zZe diky nékterym slozkam dr(ibez krmivo vibec nechce pfijimat, coz je
alarmujici. Dle nékterych odbornik( i chovateld mohou byt pfic¢inou nekvalitni kafilerni tuky
pfidané do krmiva nebo jiné aditivni latky. Pfi kontrolach provozu farem posuzujeme i
uchovavani krmnych smési. Ty jsou ¢asto uchovavany v laminatovych silech, v nékterych
pfipadech i kovovych, které jsou vystaveny slunec¢nimu zareni a vykyvim teplot. Jakou kvalitu
muzZe mit krmivo po nékolika dnech takovychto extréma? Pfestoze ma krmivo velmi rychly
obrat, doporucujeme provadét i jeho kontrolu. V pribéhu skladovani mize dochdazet ke
kondenzaci vody v zasobnicich a ndslednému pomnoZeni nékterych mikroorganizmd, které
mohou produkovat opét nejrliznéjsi metabolity nebo toxiny (Bacillus cereus, Clostridium spp.,
plisné, kvasinky a dalsi).
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V poslednich tfech mésicich jsme provedli v rdmci kontroly prostfedi chov(i také kontrolu
napajecich systému. Vysledky byly rovnéz alarmujici. Pfi rozebrdni koncového useku
napajecich systému bylo zachyceno az nékolik litrd usazenin ¢erné barvy a fekdlniho pachu, se
kterymi se bézné setkdvame naptiklad pfi CiSténi odpadnich systémi nebo kanalizace (viz
Obrdzky 5 a 6). Mikrobiologickym rozborem byla zaznamendna rozkladna mikrofléra, ktera
muze drlbeZ svymi produkty a metabolity chronicky intoxikovat, tedy otravovat a oslabovat
imunitni vykonnost zvirat, nebo zplsobovat septicka onemocnéni ¢i alimentdrni intoxikace. Ze
zachycenych mikroorganizm mizZeme jmenovat Enterobacter cloaceae, Enterobacter kobei,
Enterobacter ludwigii, Escherichia coli, Ochrobactrum sp., Citrobacter braakii, Citrobacter
murliniae, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas putida, Pseudomonas nitroreducens,
Delftia acidovorans, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus xylosus, Enterococcus
faecalis, v jednom pfipadé byl v jedné z hal izolovan dokonce i Staphylococcus aureus, tedy
zlaty stafylokok. VétSina mikroorganizmi byla detekovana v silné az masivni intenzité. Pokud
by takovyto ,koktejl“ mikroorganizmi poziel s vodou nebo potravou napfiklad clovék, je
mozné garantovat, Ze by se nevyhnul pfinejmensim tézkym zazZivacim potizim. Uvédomme si,
Ze skrze napajeci systém aplikujeme v prabéhu zastavu rGzné vyzivové doplrky, vitaminy,
minerdly, aminokyseliny a také antimikrobni latky. To je vyborny zdklad a prostfedi pro
pomnoZzovani mikroorganizm( v potrubi a diky transportu antimikrobnich latek také realnym
zdrojem bakteridlnich kmenuU rezistentnich v0ic¢i témto latkdm. Jak vypadd obsah
neudrZovaného napajeciho systému, ukazuji opét Obrdzky 5 a 6. Z toho vyplyva, Ze by se
chovatelé méli vénovat i pravidelné kontrole, dikladnému ¢isténi a dezinfekci napajeciho
systému nejméné 4x za rok, |épe castéji podle aktudlnich potfeb a urcité v dobé pred
naskladnénim novych turnusd. V souladu s omezovanim aplikace primyslové vyrabénych
antimikrobnich latek Ize rovnéz chovatelim doporucit, aby se zajimali o pfirodni produkty
s antimikrobnimi Ucinky, kterymi by bylo mozZno antibiotika nahradit. Je tfeba pfiznat, Ze
humanni medicina je prekvapivé vtomto sméru mnohem dal, nez medicina veterindrni.
V odborné literature se pravidelné setkdvame sclanky o pouzivani nejrGznéjsich
antimikrobnich rostlinnych produktll nejen ve stomatologii, ale i v dermatologii,
gastroenterologii nebo interni mediciné. Je proto tfeba v tomto sméru vyvijet i tlaky na
vyrobce veterinarnich |éCiv, nebot zde mame velké rezervy. Spole¢nost Ptacy s.r.o. se sama
spolupodili na vyzkumu v oblasti bakteriofagd urcenych proti E. coli, enterokok(im a v blizké
budoucnosti snad i dalSim mikroorganizmam.
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Obrdzek 5: NeudrZovany napdjeci systém mdiZe obsahovat tmavou usazeninu tvorenou
mikrobidlnim biofirem a zbytky nutri¢nich Idtek aplikovanych vodou (foto: V. Slddecek).

Obradzek 6: Bakteridlni biofilm muZe ucpdvat i nipliky kapkovych napajecek (foto: V. Sladecek).

Podestylka je rovnéz velmi dalezitym zoohygienickym faktorem. M4d funkci tepelné izolac¢ni a
predevsim savou a adsorpcni. Jen diky kvalitni podestylce se dafti driibeZ udrZovat v suchu, coz
sekundarné snizuje bakterialni naloz v chovnych haldch a nasledné i produkci stajovych plyng.
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Mnozi malochovatelé a provozovatelé biofarem by si vtomto sméru mohli vzit paradoxné
z velkochovl priklad. Podestylka maze byt vsak i zdrojem nékterych druhl nezddoucich
mikroorganizm(, které pfi vysychdani trusu a dalSich sekretll zvifat mohou prejit do aerosolu a
po provedené lécbé mlZou zodpovidat za reinfekce nebo dokonce za onemocnéni
oSetfovatelského personalu. Mame na mysli zejména mikroorganizmy Salmonella spp. nebo
patogenni kmeny E. coli. Podestylka je rovnéZ moinym zdrojem rezidui pouZitych
antimikrobnich |éciv, ktera se mohou zpétné podilet na rlstu rezistenci jak zvitecich, tak
lidskych patogenu a v pripadé vyuziti podestylky jako hnojiva mohou tyto latky kontaminovat
ekosystém, predevsim pUdu a spodni vodu. Maloktery chovatel vi, Ze organoleptické zavady
v krmivech mohou vést k neochoté prijimani takovych krmiv dribeZzi a ndhrazkovym pfijmem
vétsiho mnozstvi podestylky hladovéjicimi zvitaty, coz mize vyustit nejen v ucpdni (obturaci)
volat a trdviciho traktu, ale také v ndsledné infekce takto postizené dribeZze vyvolané
patogennimi kmeny E. coli, enterokoky nebo i koagulaza negativnimi stafylokoky, které jsou
v substratech podestylky hojné obsazeny, v horSim pfipadé jersiniemi, salmonelami nebo
dalsimi patogeny. Podestylka mlzZe byt také diky zbytkim krmiva vitanym zdrojem potravy
nékterych druhl hmyzu, zejména potemnika stajového (Alphitobius diaperinus), ktery muze
byt také prenasecem rlznych bakteridlnich, mykotickych, virovych nebo parazitarnich
onemocnéni. Jak takova invaze mlze v extrémnich pfipadech vypadat, ukazuji Obrdzky 7 a 8.
V rdmci monitoringu patogenu je proto velmi dobré provadét ¢as od C¢asu i odbér hmyzu
k laboratornimu vysetreni. Idedlni je odebrat asi 50 - 100 kusd hmyzu (mUGze byt i méné, pokud
vySe uvedené pocty nejsou k dispozici) nebo jejich vyvojovych stadii do sterilniho plastového
sacku nebo sterilni vzorkovnice, dikladné je uzavfit a shromazdény hmyz usmrtit v mrazdku
pfi-20°C po dobu alesponi 2 hodin. Nasledné by mély byt vzorky odeslany v zamrazeném stavu
do laboratore s perfektné vyplnénou objednavkou vysetfeni. Pokud bychom patrali po
pasteurelach, galibakteriich nebo jinych citlivéjsich bakteridlnich pdvodcich, vzorky by nemély
byt zamraZovany. Na vySetfeni je tieba se vidy predem domluvit s pracovniky laboratofi.
Samoziejmosti v kazdém chovu by méla byt také pravidelnd kontrola volné Zijicich hlodavcl a
dalsich Zivocich(, jako jsou napfriklad ptaci. V pripadé ptakd by staje mély byt zajistény
s pomoci mrizek a siti proti jejich vniknuti. Volné Zijici ptactvo muze byt zdrojem plvodcl
aviarni influenzy, salmoneldz, tuberkuldzy, cholery dribeze, jersinidzy nebo parazitarnich
infekci, jako jsou naptiklad trichomonady, histomonady, skrkavky, roupi, kapilarie nebo
¢melici. V pfipadé hlodavcl je treba monitorovat jejich vyskyt a provadét pravidelnou
deratizaci a vést o tom zaznamy. To se také déje a je vidét, Ze jsou chovatelé v tomto sméru
dobre instruovani. Uhynulé kusy potkan(, mysi a dalSich druhG hlodavcl je dobré ve
spoluprdci s osetfujicim veterindrnim Iékafem pravidelné posilat do akreditovanych laboratofi
k pitvé a mikrobiologickému vysetfeni se zamérenim zejména na salmonely, pasteurely,
patogenni kmeny E. coli, stafylokoky, pripadné dalsi aktualni plvodce, ktefi v chovu délaji
potize.
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Obrazek 7: Masivni invaze potemnika stdjového na sténdch stdje po ukonceni turnusu (foto:
V. Sladecek).

Obrazek 8: Detail invaze potemnika stdjového (Alphitobius diaperinus) na sténdch stdje (foto:
V. Slddecek).

Farma FARMA 1
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Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkll | 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Pocet pozitivnich | 14 32 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Prevalence % 40 91,4 | 29 0 0 2,9 0 0 0 0 0 0
Farma FARMA 2

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Pocet pozitivnich | 6 8 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Prevalence% 75 100 0 125 | 0 0 0 0 0 0 0 0
CELKEM

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
Pocet pozitivnich | 20 40 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Prevalence% 46,5 | 93 23 |23 |o 23 |0 0 0 0 0 0

Tabulka 3: Prevalence enterokoku na dribeZich farmdch Moravy a Slezska v letech 2023 a
2024 u kurat brojlerti v orgdnech a Zloutku (autor: J. Bzdil).

Farma FARMA1

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 2024
Pocet vys. vzorkl | 8 6 8 6 8 6 8 6 8 6 8 6
Pocet pozitivnich | 1 6 0 0 0 6 0 0 0 2 0 0
Prevalence% 12,5 | 100 0 0 0 100 0 0 0 333 | 0 0
Farma FARMA 2
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Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 14 6 14 6 14 6 14 6 14 6 14 6
Pocet pozitivnich | 3 6 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0
Prevalence% 21,4 | 100 | O 333 | 71 0 0 0 0 0 0 0
Farma FARMA 3

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 18 21 18 21 18 21 18 21 18 21 18 21
Pocet pozitivnich | 9 13 0 4 0 4 0 0 1 0 0 0
Prevalence% 50 619 |0 19 0 19 0 0 56 |0 0 0
Farma FARMA 4

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14
Pocet pozitivnich | 4 13 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0
Prevalence% 25 929 | 0 7,1 0 286 | 0 0 0 0 0 0
Farma FARMA 5

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkll | 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Pocet pozitivnich | 0 4 0 0 2 2 0 0 0 0 0 1
Prevalence% 0 66,7 | 0 0 333 | 333 |0 0 0 0 0 16,7
Farma FARMA 6

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024
Pocet vys. vzorkd | 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0
Pocet pozitivnich | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Prevalence% 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CELKEM

Druh E. faecalis E. faecium E. gallinarum | E. cecorum E. hirae E. casseliflavus
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Rok 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024 | 2023 | 2024

Pocet vys. vzorkd | 66 53 66 53 66 53 66 53 66 53 66 53

Pocet pozitivnich | 19 42 0 7 3 16 0 0 1 2 0 1

Prevalence% 288 [ 792 |0 13,2 | 4,5 302 | 0 0 1,5 3,8 0 1,9

Tabulka 4: Prevalence enterokoku na drubeZich farmdch Moravy a Slezska v letech 2023 a
2024 v orgdnech a Zloutcich kurat masnych rodica (autor: J. Bzdil).

6. Laboratorni cast

6.1. Laboratorni testovani dezinfekéniho (biocidniho) ucinku in vitro

Testovani in vitro Ize provadét na kulturdch v tekutych médiich, na pevnych plochach nebo
metodou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Metodou MIC Ize stanovit presné
koncentraci ucinné latky dezinfekéniho prostfedku v mg/l nebo pg/ml, kterd bude Gcinna vici
riznym skupinam, rodim nebo druhlm mikroorganismu. Metody MIC maji vSak svd omezeni
a Uskali (viz kapitola 6.1.3.). U¢inek je mozno oznacit za vyhovujici p¥i poklesu mikroorganismd
po dezinfekci alespon o 4 - 5 log (dekadickych logaritm) pti simulaci slabého nebo silnéjsiho
organického znecisténi pfi testovani v suspenzi. Tento limit se vztahuje na humanni i
veterinarni pfipravky véetné dipQ.

6.1.1. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich (biocidnich) prostfedkl v tekutych
médiich

V prvni fazi pfipravime vychozi fedéni referencni bakteridlni kultury, tedy zkusebni suspenze.
Z referencnich kmen( (RK) Ize doporucit pro nase Ucely napftiklad Staphylococcus aureus (CCM
4516 = ATCC 6538), Streptococcus uberis (CCM 4617), Escherichia coli (CCM 3954 = ATCC
25922 nebo CNCTC 10538), Enterococcus faecium (ATCC 6057), Enterococcus hirae (ATCC
10541), Enterococcus faecalis (CAPM 5613), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Proteus
vulgaris (ATCC 13315) a/nebo Bacillus cereus (CCM 2010). S pomoci turbidimetru vytvofime
z porostu RK na trypton sojovém agaru (TSA), Zivném nebo masopeptonovém krevnim agaru
suspenzi o zakalu 0,5° nebo 1° Mc Farlanda (1,5 x 108 nebo 3 x 108 bakterialnich bunék v 1 ml
suspenze ve ziedovacim nebo fyziologickém roztoku) a néasledné zifedime tak, aby vysledny
pocet bunék (CFU) byl 1,5 x 10* pfipadné 3 x 10%. Pro MIC a diskovou difizni metodu jsou
stanovena jina fedéni (viz kapitoly 6.1.3 - 6.1.5.).

6.1.1.1. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich (biocidnich) prostfedkia v tekutych
médiich v zavislosti na jejich koncentraci

Pokud budeme chtit sledovat antimikrobni Gcinky biocidniho preparatu riznych koncentraci
bez imitace organického znecisténi, pfipravime fedéni zkoumané latky (nejlépe tvrdou vodou
sterilizovanou membranovou filtraci). Budeme-li predpokladat, Ze origindlni ptipravek ma
koncentraci 100 %, pak vysledna koncentrace v testech bude diky redéni v testovaci smési
maximalné 90 %. Z plvodniho objemu biocidu muiZeme provést desetinové fedéni, to
znamend, Zze k9 ml suspenze puvodniho fedéni pfiddme 1 ml fediciho nebo fyziologického
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roztoku, v dal$i zkumavce k 8 ml vychozi suspenze pfidame 2 ml fediciho roztoku, v dalsi
zkumavce k 7 ml plvodni suspenze pridame 3 ml fediciho roztoku a tak pokracujeme, az ke
smési 1 ml vychozi suspenze s 9 ml fediciho roztoku ¢imz dosahneme fedéni 90, 80, 70, 60,
50, 40, 30, 20, 10 % puvodni koncentrace. Dalsi diluci lze provést i desetinasobnym fedénim,
¢imz bychom ziskali vysledné koncentrace 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001, 0,00001 a 0,000001
%, coz znamena, Ze k 9 ml fediciho roztoku pfidame 1 ml vychoziho dezinfekéniho prostfedku,
po promichani vezmeme z prvni zkumavky 1 ml fedéné suspenze a prfeneseme jej do druhé
zkumavky s 9 ml cistého fediciho nebo fyziologického roztoku, po promichani vezmeme
z druhé zkumavky opét 1 ml fedéné suspenze a prfeneseme jej do tieti zkumavky s dalsimi 9
ml fediciho nebo fyziologického roztoku a tak pokraéujeme jesté sedmkrat. Nasledné do 9 ml
kazdého fedéni dezinfekéniho roztoku (biocidu) pfiddme po 1 ml bakteridlni suspenze (1,5 x
10° bunék) a kazdé fedéni s kulturou dikladné promichdme vortex mixerem nebo pipetou s
balonkem. Minimalni expozicni ¢as pro testovani pripravkl pred dojenim je 0,5 min £ 5 sec
a pro prostiedky k dezinfekci vemene po dojeni a povrchy je 1 min £ 5 sec. Maximalni
expozicni Cas pro testovani pripravkl pred dojenim je 3 min 1 10 sec, pro pfipravky po dojeni
je 30 min 10 sec a pro povrchy je 120 min 10 sec. Po uplynuti expozi¢ni doby stanovené
vyrobcem nebo po 0,5 minuté * 5 vtefinach az 30 minutdch + 10 vtefindch expozice
exponovanou smeés znovu promichdme a preneseme 1 ml této smési do 9 ml neutralizacniho
roztoku, abychom zrusili antimikrobni plsobeni Gcinné latky. Po dikladném promichani a
neutralizaci po dobu 5 minut £ 10 vtefin vyockujeme neutralizovanou smés paralelné na 2
plotny s trypton séjovym agarem (TSA), krevnim nebo Zivnhym agarem bez krve po 0,2 ml,
rozetfeme sterilni hokejkou, nechame povrch pudy zavadnout a nasledné inkubujeme
aerobné 24 hodin pfi 37 = 1°C. Jako kontrolu naockujeme stejnym zplsobem 0,2 ml ze smési
1 ml plvodni bakteridlni suspenze redéné v 9 ml rfediciho nebo fyziologického roztoku. Po
inkubaci kolonie spocitame a vytvofime tabulku, piipadné graf. Ubytky kolonii porovnavame
s kontrolni kultivaci, hodnoty prepo¢teme na dekadické logaritmy a statisticky vyhodnotime.
Stanovime koncentraci, pfi které jesté dochazi a pfi které jiz nedojde k Zadnému narlstu
referenéniho kmene na plotnach (break point). Pro publikaci je nutné od kazdého fedéni
udélat alespon 2 kultivace z kazdého fedéni a pracovat s primérem CFU z obou ploten. Pokud
bychom chtéli brat v uvahu vliv slabého nebo silného znecisténi, je nezbytné vzit jako vychozi
koncentraci suspenze RK 3 x 10°. Jeden ml této bakteridlni suspenze zfedime 1 ml jednim z
roztokd D, E, F, G, H nebo | pro imitaci nizkého nebo vyssiho organického znecisténi (viz
kapitola 9) a tuto smés pak pouzZijeme k testim misto Cisté suspenze RK v fedicim nebo
fyziologickém roztoku. Pokud bychom chtéli brat v ivahu vliv tvrdosti vody na vysledky testd,
je tfeba biocid naredit sterilni tvrdou vodou misto fediciho roztoku. Maximalni pocty
mikroorganizmu na 1 plotné by mély byt do 300 CFU (KTJ). VSechny testy by mély probihat pfi
20°C, stejné tak vSechny pracovni roztoky a suspenze musi mit 20°C, ¢ehoz lze dosahnout
temperovanim ve vodni lazni nebo termostatu. Pro kazdou biocidni latku je stanoven jiny druh
inaktivatoru (viz kapitola 9. Prilohy), vhodné je vSak pouZit univerzalni neutraliza¢ni roztok
(Skaloud a Pokludova 2008 nebo CSN EN 1040 a7 CSN EN 16437+A1).

6.1.1.2. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekénich (biocidnich) prostfedkt v tekutych
médiich v zavislosti na dobé expozice

Tésné pred provedenim experimentu zvolime koncentraci biocidu, se kterou budeme chtit
pracovat a pripadné provedeme jeho nafedéni. Nasledné do 9 ml pracovniho tedéni
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biocidniho (dezinfekéniho) roztoku pfidame 1 ml bakterialni suspenze (1,5 x 10° CFU RK) a
smés biocidu s kulturou didkladné promichdme vortex mixerem nebo pipetou s balonkem.
Z expozicnich c¢asl jsou obvykle voleny 0,5, 1, 5, 15, 30, 60, 90 nebo 120 minut. Individualné
muzZeme zvolit vlastni doby expozic. Expozi¢ni ¢asy do 1 minuty maji toleranci odchylky + 5
vtefin a ¢asy nad 1 min maji toleranci + 10 vtefin. Minimalni expozic¢ni ¢as pro testovani
pfipravki pred dojenim je 0,5 min £ 5 sec a pro prostiedky k dezinfekci vemene po dojeni a
povrchy je 1 min = 5 sec. Maximalni expozi¢ni ¢as pro testovani pripravka pfed dojenim je 3
min * 10 sec, pro pripravky po dojeni je 30 min + 10 sec a pro povrchy je 120 min * 10 sec.
Po uplynuti expozi¢ni doby, kterou zvolime, pfeneseme 1 ml exponované smési do 9 ml
neutraliza¢niho roztoku, abychom zrusili antimikrobni plsobeni uc¢inné latky. Po dikladném
promichani a neutralizaci po dobu 5 minut + 5 vtefin vyockujeme neutralizovanou smés
paralelné na 2 plotny s trypton sojovym agarem (TSA), krevnim nebo Zivnym agarem bez krve
po 0,2 ml, rozetfeme sterilni hokejkou, nechdme povrch pldy zavadnout a nasledné
inkubujeme aerobné 24 hodin pfi 37 £ 1°C. Jako kontrolu naockujeme stejnym zplsobem 0,2
ml ze smési 1 ml plvodni bakteridlni suspenze fedéné 9 ml fediciho nebo fyziologického
roztoku namisto biocidu. Po inkubaci kolonie spocitame a vytvofime tabulku, pfipadné graf.
Ubytky kolonii v ¢ase porovnavame s kontrolni kultivaci, hodnoty pfepocteme na logaritmy a
statisticky vyhodnotime. Stanovime dobu expozice, pfi které jesté dochazi a pfi které jiz
nedojde k Zzadnému narlstu referenéniho kmene na plotndch (break point) pfi dané
koncentraci biocidniho (dezinfekéniho) pfipravku. Pro publikaci je nutné od kazdého fedéni
udélat alespon 2 kultivace z kazdého fedéni a pracovat s primérem CFU z obou ploten. Pokud
bychom chtéli vzit v dvahu vliv slabého nebo silného znecisténi, je nezbytné vzit jako vychozi
koncentraci suspenze RK 3 x 10° CFU. Jeden ml této suspenze ziedime 1 ml jednoho ze
zvolenych roztokll D, E, F, G, H nebo | (viz kapitola 9) pro imitaci nizkého nebo vyssiho
organického znecisténi a tuto smés pak pouZzijeme k testlim misto Cisté suspenze RK v fedicim
nebo fyziologickém roztoku. Pokud bychom chtéli brat v dvahu vliv tvrdosti vody na vysledky
testy, je tfeba biocid naredit sterilni tvrdou vodou misto rediciho roztoku. Maximalni pocty
mikroorganizmd na 1 plotné by mély byt opét do 300 CFU (KTJ). VSechny testy by mély
probihat pfi 20°C, stejné tak vSechny pracovni roztoky a suspenze musi mit 20°C, ¢ehoz lze
dosahnout temperovanim ve vodni lazni nebo termostatu.

6.1.1.3. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich (biocidnich) prostifedkia v tekutych
médiich v zavislosti na testovaném referencnim kmenu mikroorganizmu

Testy probihaji shodnym zplsobem jako v bodech 6.1.1.1. nebo 6.1.1.2. Méni se jen druh
pouzitého mikroorganizmu. Jak jiz bylo feceno, z referenénich kment (RK) lze doporucit pro
nase ucely napfriklad S. aureus (CCM 4516 = ATCC 6538), S. uberis (CCM 4617), E. coli (CCM
3954 = ATCC 25922 nebo CNCTC 10538), E. faecium (ATCC 6057), E. hirae (ATCC 10541), E.
faecalis (CAPM 5613), P. aeruginosa (ATCC 15442) a/nebo B. cereus (CCM 2010). S pomoci
turbidimetru vytvofime zporostu RK na trypton sojovém agaru, Zivném nebo
masopeptonovém krevnim agaru suspenzi o zakalu 0,5° Mc Farlanda (1,5 x 102 bakteridlnich
bunék v 1 ml suspenze ve ziedovacim nebo fyziologickém roztoku) a nasledné zfedime tak,
aby vysledny pocet bunék byl 1,5 x 10* nebo 3 x 10* podle toho, zda pouZijeme nebo
nepouZijeme interferencni suspenze. Pfi vyrobé suspenze je doporucovano roztok s kulturou
trepat ve sterilni lahvi s 10 ml fediciho roztoku a 5 g sterilnich sklenénych kulicek po dobu 3
minut z ddvodu lepsi homogenizace. Pokud pouZijeme terénni kmeny, je tfeba definovat jejich



32

vlastnosti (fenotypové nebo genotypové). Lze provést i testovani ucinku biocidd na smésich
kultur mikroorganizm( v urcitych pomérech, aby byly co nejlépe simulovany realné podminky
panujici vterénu. U kazdého referenéniho kmene (RK) a biocidniho prostiedku muizeme
testovat dezinfekéni Ucinek v zavislosti na dobé expozice nebo koncentraci biocidu. Postup
smiseni kultury RK stestovacim roztokem biocidu a neutralizacnim roztokem, kultivace,
inkubace, pocitani CFU a zpracovani vysledkd jsou shodné s postupy v kapitolach 6.1.1.1. a
6.1.1.2. Rovnéz postupy ovéreni vlivu interferujiciho roztoku a tvrdé vody jsou shodné
s postupy v kapitolach 6.1.1.1. 2 6.1.1.2.

6.1.2. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekénich pfipravki na pevnych plochach

V prvni fazi opét pfipravime vychozi fedéni referen¢ni bakteridlni kultury (RK), tedy zkusebni
suspenze. Z referencnich kmenu (RK) Ize doporucit pro nase ucely napfriklad S. aureus (CCM
4516 = ATCC 6538), S. uberis (CCM 4617), E. coli (CCM 3954 = ATCC 25922 nebo CNCTC 10538),
E. faecium (ATCC 6057), E. hirae (ATCC 10541), E. faecalis (CAPM 5613), P. aeruginosa (ATCC
15442), P. vulgaris (ATCC 13315) a/nebo B. cereus (CCM 2010), pfipadné jiné mikroorganizmy.
S pomoci turbidimetru vytvorime z porostu RK na trypton sojovém agaru (TSA), Zivném nebo
masopeptonovém krevnim agaru (MPKA) suspenzi o zadkalu 2° Mc Farlanda (6 x 108
bakteridlnich bunék v 1 ml suspenze ve zfedovacim nebo fyziologickém roztoku) a nasledné
zfedime tak, aby vysledny pracovni poéet bunék byl 6 x 10> CFU/1ml. Pfi vyrobé suspenze je
doporucovano kulturu trepat ve sterilni lahvi s 10 ml fediciho roztoku a 5 g sterilnich
sklenénych kuli¢ek po dobu 3 minut pro dlikladné&jsi homogenizaci.

6.1.2.1. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich pfipravkd na pevnych neporéznich
plochach

Jako testovaci povrch se pouzivd kotou¢ z nerezové oceli 304 s povrchem tfidy 2 na obou
stranach o priiméru 2 cm. Ten musi byt ocistén pred pouZitim v kddince o objemu 50 ml
prelitim 20 ml 5% Deconu nebo podobného pfipravku po dobu 60 minut. Pak disk oplachneme
10 vtefin tekouci sterilni destilovanou vodou. Nasledné disk ponofime do 95% lazné 2-
propanolu na 15 minut a nasledné nechame zbytky propanolu odpafit. Ke sterilizaci je mozno
pouzit i jinych metod (zareni, horkovzdusna sterilizace), alternativné Ize pouzit i autentické
materidly, jako jsou napfiklad sklo, porcelan, plast a podobné, které je vSak potreba
vysterilizovat v autokldvu nebo horkovzdusné susarné. Jednou pouzité disky nebo autentické
materidly se dale nepouZivaji. Pokud chceme imitovat organické znecisténi, pak smisime 1 ml
bakteridlni suspenze s 1 ml interferenéniho roztoku imitujiciho vysoké nebo nizké znecisténi a
pFi testovaci teploté promichame po dobu 2 minut * 10 vtefin (denzita bunék 3 x 10° CFU/1
ml). Pokud nechceme imitovat znecisténi, pfidame k 1 ml bakterialni suspenze 1 ml dilu¢niho
roztoku misto roztoku interferenéniho. Celkem 0,05 ml této smési preneseme na povrch disku
a nechame zaschnout pfi 37°C. Pak pfiddme 0,1 ml testované latky (Ize testovat rliznd fedéni),
aby zaschla testovaci smés byla zcela prekryta. Expozice probiha obligatné pfi 10 + 1°C
(alternativné také pti4 £ 1°C, 20 £ 1°Ca 40 £ 1°C ...). Obligatni expozicni ¢as je 30 minut + 10
vtefin (alternativné i 1min £ 10 sec, 5 min + 10 sec a 60 min + 10 sec...). Po expozici disk vloZime
do sterilni lahve s 10 ml neutraliza¢niho roztoku exponovanou ploskou dolG. Na dné
neutralizacni tekutiny jsou sterilni sklenéné kulicky. Trepeme 5 min = 10 sec a nasledné
vyockujeme 0,1 ml vysledné neutralizacni suspenze se smytym RK na povrch TSA nebo jiného
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agaru a soucasné preneseme 1 ml neutralizaéni suspenze po 5 min tfepdni také do 9 ml
fediciho roztoku. Po promichani pfeneseme opét 1 ml do dalSich 9 ml fediciho roztoku a
vytvoFime tak dvé fedéni (10! a 102), kterd vyockujeme, kazdé fedéni vidy na 2 plotny s TSA
nebo jinym agarem po 0,1 ml. Po zavadnuti povrchu agaru inkubujeme pfi 37 £ 1°C 24 hodin.
Vysledky odeCteme a zapiSeme.

Dostatecné ucinny biocid by mél snizovat pocty mikroorganizm( o 4 a vice dekadickych
logaritm( i pti pouziti simulace slabého nebo silného organického znecisténi v porovnani
s kontrolou (misto biocidu je pouZita voda).

6.1.2.2. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich pripravkii na pevnych poréznich
plochach

Jako testovaci povrch byva pouZito topolové drievo. Pouzité desticky jsou z alespon 1 rok
suSeného difeva a maji mit rozmér 1 cm x 2 cm x 0,6 — 1 mm. Plochy musi byt hladké. Dfevéné
plosky sterilizujeme 15 minut pfi 121°C v autokldvu na Petriho misce. Kazda ploSka smi byt
pouzita jen jedenkrat. Bakteridlni suspenzi pfipravime jako v bodé 6.1.2. Testovany preparat
pouzijeme nejméné ve 3 koncentracich (fedéno dilu¢nim, tedy fedicim roztokem, nebo sterilni
tvrdou vodou sterilizovanou membranovou filtraci). Jeden ml bakteridlni suspenze o
koncentraci 6 x 10° CFU smisime ve sterilni zkumavce s 1 ml fediciho roztoku nebo 1 ml
interferencni suspenze imitujici slabé znecisténi a pfi zvolené teploté inkubujeme 2 minuty +
10 vtefin. Inkubacni teplota by méla byt obligdtné 10 + 1°C (alternativné také pfi4 + 1°C, 20 +
1°Ca 40 + 1°C ...). Nasledné naneseme na 3 desticky v Petriho misce po 0,1 ml této pracovni
smési mikrob(l. Desticky vysusime pfi 37°C. Suseni by nemélo trvat déle nez 60 minut. Kazdou
suchou desti¢ku pak ponofime v jiné Petriho misce do 20 ml pracovniho roztoku biocidu (3
raznych redéni) a po 1 minuté + 5 vtefinach az 360 minutach + 10 vtefinach premistime
desticky do dalsi Petriho misky bez tekutiny vzhiru testovanou plochou a vloZime do
termostatu s pozadovanou inkubacni teplotou. Alternativné je mozné provést expozice po 5,
15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 a 360 min + 10 sec. Pak desticky
premistime do dalsi nddobky s 10 mI TSB s neutraliza¢nim roztokem v poméru 1: 1 a michdme
15 vtefin, nasledné dame nadobky s destickami do vodni ldzné pfi 20 + 1°C na 25 minut + 10
vtefin. Pak znovu promichame a vloZime nadobky s destickami v TSB s neutralizacnim
roztokem do ultrazvukové mycky (frekvence 30 - 55 kHz a maximalni vykon 1000 W). Teplota
[azné by méla byt 0 — 4°C, aby se povrch neprehfival a aby se uvolnily mikroorganizmy
z povrchu desticek. Po 5 minutach + 10 vtefindch vyjmeme desticky z neutraliza¢niho roztoku
a ten nafedime fadou desetindsobnych fedéni v fedicim nebo fyziologickém roztoku od 10!
do 103. Vyockujeme z kaZzdého fedéni véetné plvodni suspenze (10°) 0,1 ml vidy na 2 plotny
s TSA nebo jinym agarem. Rozetfeme po povrchu sterilni hokejkou a nechdme zavadnout.
Inkubujeme pfi 37 £ 1°C 24 hodin. Vysledky odeéteme a zapiSeme, logaritmujeme vysledky a
porovname.

Dostatecné ucinny biocid by mél sniZovat pocty mikroorganizm( o 4 a vice dekadickych
logaritmU pfi pouziti simulace slabého organického znecisténi v porovnani s kontrolou (misto
biocidu pouZzita sterilni voda).
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6.1.2.3. Testovani antimikrobniho u¢inku dezinfekénich pfipravkd na mékkych poréznich
plochach

Jako testovaci povrchy (plosky) byvaji pouZity textilie, netkané textilie, bavina, vina,
polyuretanova houbicka a dalsi materialy. Pouzité testovaci plochy maji rozmér 1 cm x 2 cm x
1 -5 mm a pred poufZitim je tfeba je vysterilizovat v autokldvu 15 minut pfi 121°C na Petriho
misce. Je tfeba vSak upozornit, Ze ne vSechny materialy toto oSetfeni snesou a proto je tfeba
zvolit jinou ucinnou metodu jejich sterilizace. Kazda ploSka smi byt opét pouZita jen jedenkrat.
Bakterialni suspenzi pfipravime jako v bodé 6.1.2. Testovany preparat (biocid) pouZijeme
nejméné ve 3 koncentracich (fedéno fedicim roztokem nebo sterilni tvrdou vodou
sterilizovanou membranovou filtraci). Jeden ml bakteridlni suspenze (6 x 10° CFU) smisime ve
sterilni zkumavce s 1 ml fediciho roztoku nebo sterilni tvrdé vody nebo 1 ml interferencni
suspenze imitujici slabé znecisténi a pfi zvolené teploté inkubujeme 2 minuty + 10 vtefin.
Inkubacni teplota by méla byt obligatné 10 + 1°C. (alternativné také pfi 4 £ 1°C, 20+ 1°Ca 40
1 1°C ...). Nasledné naneseme na 3 testovaci plosky v Petriho misce po 0,1 ml této pracovni
mikrobialni smési. Material vysuSime pfi 37°C. SuSeni by nemélo trvat déle nez 60 minut.
Suché plosky prevrstvime v misté aplikace pracovni kultury 0,5 ml rdznych fedéni biocidu (3
fedéni) na Petriho misce a inkubujeme po dobu 1 minuty + 5 vtefin az 360 minut + 10 vtefin v
termostatu s poZzadovanou inkubacni teplotou (viz vySe). Alternativné je mozné provést
expozice po 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 a 360 min + 10 sec. Pak
plosky premistime do homogeniza¢niho sacku s membranou s10 ml smési TSB
s neutralizacnim roztokem (1 : 1) a homogenizujeme ve Stomacheru 30 vtefin, nasledné dame
sacky s ploskami do vodni [dzné pfi 20 + 1°C na 25 minut + 10 vtetin. Pak znovu 30 vtefin
homogenizujeme ve Stomacheru. Pak vyjmeme plosky z neutralizaéniho roztoku a ten zfedime
Fadou desetindsobnych Ffedéni v Fedicim nebo fyziologickém roztoku od 107! do 1073
Vyockujeme z kazdého Fedéni véetné pavodni suspenze (10°) po 0,1 ml vidy na 2 plotny s TSA
nebo jinym agarem. Rozetfeme po povrchu sterilni hokejkou a nechame zavadnout.
Inkubujeme pfi 37 + 1°C 24 hodin. Vysledky odelteme, zapiSeme, logaritmujeme a
porovname.

Dostatecné ucinny biocid by mél sniZzovat pocty mikroorganizm( o 4 a vice dekadickych
logaritm( pfi pouZiti simulace slabého organického znecisténi v porovnani s kontrolou (misto
biocidu pouzita sterilni voda).

6.1.3. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfek¢nich pripravkl diskovou difuzni metodou

Pro tento ucel je tfeba referencnich a/nebo terénnich bakteridlnich kmenl zachycenych
z mastitidniho mléka, nebo kmenl terénnich zachycenych z bazénovych vzorkd.
Z referencnich kmen( Ize pouZit rody a druhy mikroorganismi uvedené v kapitole 6.1.2.
Referencni kmeny zajisti porovnatelnost vysledkd vySetfeni a mohou byt soucasné pouzity
jako kmeny validacni pro testovani kvality disk( a pd. Pro kultivaci kmen( a provedeni testu
pouzijeme Mueller — Hintondv (MHA) agar bez krve (LMS s.r.o. Jaroméf, CR). U hdie nebo
pomalu rostoucich kmenl (napf. hemolytickych streptokok() je tfeba pouZit Mueller —
Hintondv agar s krvi, nebo Iépe s jinym suplementem podporujicim rist plvodce (LMS s.r.o.
Jaromér, CR). Je tfeba viak upozornit, Zze vysledky mohou byt pfidavkem krve nebo jiného
organického suplementu zkresleny. Agar musi byt precizné rozlity v Petriho misce v tloustce 4



35

mm + 0,5 mm (na 1 plotnu o prdméru 90 mm se rozléva obvykle asi 25 ml pldy). Bakteridlni
testovaci kultury by mély byt inkubovany na MHA pfi 37 + 1°C po dobu 16 — 24 hodin.
Inkubacni doba i teplota by mély byt u vSech pokust jednotné. Z kmenu vyrobime tésné pred
pouzitim s pomoci bakteriologické klicky a turbidimetru suspenzi o hustoté 0,5° Mc Farlanda
ve fyziologickém roztoku s 1 % glukdzy nebo v Maximum Recovery Diluentu (MRD) (LMS s.r.o.
Jaromé¥, CR nebo Trios s.r.o. Praha, CR...).

Obrazek 9: Diskova difuzni metoda testovdni antimikrobniho ucinku biocidi. Antimikrobni
ucinek se projevi vznikem zony inhibice ristu v okoli disku (foto: J. Bzdil).

U $patné nebo pomalu rostoucich mikroorganismu (streptokoky) je mozné pouzit suspenzi o
hustoté 1° Mc Farlanda. Ndsledné naneseme mikropipetou 0,1 ml bakteridlni suspenze na
zavadly povrch agaru a dobfe rozetfeme po povrchu agaru sterilni plastovou hokejkou. Po
zavadnuti inokula po 10 — 15 minutach naklademe na povrch inokulovaného agaru disky
(blank) o priiméru 6 mm (Thermo Fisher Scientific s.r.o., Brno, CR) napusténé ve zkoumaném
biocidu o zndmé koncentraci. Tésné pred testem je nezbytné pfipravit roztok presné podle
navodu vyrobce. Nékteré roztoky se musi vytvofit z vice slozek nebo ptrimisenim aktivatoru.
Disky do Cerstvého roztoku ponofime na Petriho misce na 30 vtefin a pak je klademe na plotnu
s kulturou (asi 3 — 6 diski maximalné na plotnu). Plotny inkubujeme obvykle dnem vzh(ru pfi
37 + 1°C po dobu 24 hodin. Mame-li pochybnost o schopnosti disku absorbovat zkoumanou
tekutinu, je mozné do agaru vytvorit dilky o priiméru 2 — 3 mm specialni sterilni raznici a po
naneseni kmene (RK) na povrch agaru mizeme nakdpnout 1 — 5 pl zkoumaného biocidu do
kazdé takto vytvorené jamky dle konzistence prostfedku, pripadné miZeme prostiedek
kapnout ve stejném mnozstvi pfimo na povrch plotny po zavadnuti bakteridlniho inokulatu,
aby nedoslo k,rozpiti“ zkoumaného prostfedku. Zakapané plotny inkubujeme ve striktné
vodorovné poloze dnem obvykle dol(l, aby nedoslo ke skapnuti zkoumané latky. Pfipadné zény
inhibice zméfime posuvnym méritkem s presnosti na desetiny mm, hodnoty zapiSeme do
tabulek a nasledné statisticky vyhodnotime. Prfi testovani kultur mohou byt pouZity i takzvané
interferencni latky organické a anorganické, jako jsou tvrda voda nebo interferencni roztok
(kapitola 9, body D-lI). Nase praktickd zkuSenost ukdazala, Ze pfimés organickych ani
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anorganickych interferencnich latek ve vodé neméla zadny vliv na vysledek testd. Za vyznamné
by bylo moZzné vsak povazovat vysoké nebo nizké pH pouZivanych roztokd a suspenznich
Cinidel, které samo o sobé muZe brdnit v rlistu mikroorganism( nebo zplsobuje koagulaci v
médiich. Pro minimalizaci chyby je tfeba testy délat paralelné ve dvou az tfech provedenich.
Je tfeba upozornit, Ze nékteré latky mohou byt mnoZstvim organickych slozek v plidé vyvazany
a zadna inhibice nemusi byt zaznamenana ani v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostiedku,
nebo nemusi byt ucéinné latky schopny difize v agarech. Pak je tfeba zvolit nékterou z metod
v kapitolach 6.1.1. 2 6.1.2.

Nase praktické zkuSenosti ukazuji, Ze diskova difuzni metoda nedava spolehlivé vysledky,
prestoze jsou opacné zkuSenosti publikovany i v mezinarodnich ¢asopisech s impakt faktorem
(Fitzpatrick et al. 2019; Fitzpatrick et al. 2021). V nasem pfipadé bylo nejlepsich vysledku
dosahovano pouze u pripravkd na bazi chlorhexidinu. Pric¢inu se nepodarilo odhalit, Ize se vsak
domnivat, Ze vétSina ucinnych latek se vaze na nékteré slozky agaru a neni schopna timto
agarem dostatecné difundovat. Opakované lepsich vysledkd jsme dosahli dilu¢ni plotnovou
metodou 6.1.5.

6.1.4. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekénich pripravka diluéni mikrometodou MIC
/ MBC

Publikovany byly metody stanoveni minimalni inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentrace
biocidd v tekutych médiich na mikrotitracnich destickach. K testim pouzijeme opét referencni
a/nebo terénni bakteridlni kmeny zachycené z mastitidniho mléka, nebo kmeny terénni
zachycené z bazénovych vzorkd mléka na bézném Columbia krevnim agaru s 5 % berani krve
nebo na tryptdzo sojovém agaru s 5 % berani krve (LMS s.r.o. Jaromé¥, CR). Z referencnich
kmen lze pouzit rody a druhy mikroorganismd uvedené v kapitole 6.1.2. Referen¢ni kmeny
zajisti porovnatelnost vysledkl vysetfeni a mohou byt soucasné pouzity jako kmeny validac¢ni
pro testovani a pld. Kvlastnimu testu vytvorime klickou v Mueller — Hintonové bujonu
bakteridlni suspenzi o zakalu 0,5 ° Mc Farlanda (1,5 x 108 CFU/ml). Tuto suspenzi rozkapeme
do jamek (po 0,5 ml) na sterilni mikrotitracni desticce (v kazdé svislé fadé bude 1 bakteridlni
kmen). Biocid (nebo uUcinnou latku) nafedime ve zvlastnich zkumavkach sterilni destilovanou
vodou na koncentrace 10, 5, 1, 0,5 a 0,1 objemového %. Koncentrace mohou byt i vy$si nebo
nizsi. Nékteré pfipravky je tfeba nafedit predem podle navodu vyrobce, nebo provést jejich
aktivaci pred pouzitim. Ve svislych fadach pridame ke kaidému testovanému kmeni stejné
mnozstvi (0,5 ml) nafedéného biocidu v raznych koncentracich (viz Tabulka 5). Plotny
prikryjeme vickem a inkubujeme pfi 37 £ 1°C po dobu 24 hodin. Odecteme breakpointy, tedy
sedimentu v jamce plotny (viz Obrdzek 10). Nasledné vyockujeme klickou z kazdé jamky, kde
nebyl zaznamenan nardst mikrobUl, na agarovou plidu a opét inkubujeme plotny pfi 37 + 1°C
po dobu 16 — 24 hodin. Pokud mikroorganismy z jamek bez zakalu narostly, je moziné fici, ze
biocid zpUsobil pouze inhibici, pokud nenarostly, je mozné fici, Ze biocidni prostfedek mél
pouze inhibi¢ni ucinek. Breakpointy MIC a MBC se mohou liSit, pokud aktivni latka ucinkuje
obojim zplsobem! Pro minimalizaci chyby je tfeba testy délat paralelné ve dvou aZ tfech
provedenich. Podobné jako u diskové difuzni metody nepredstavuje pfimés anorganickych ani
organickych interferencnich latek v testech Zadny problém, neZzadouci vliv miZe mit jen
vysoké nebo nizké pH, které samo o sobé muZe brdanit v rlstu mikroorganisml nebo
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zpUsobovat koagulaci v médiich. Je tfeba opét upozornit, Ze nékteré latky mohou byt
mnoZstvim organickych slozek v pidé vyvazany a Zzadna inhibice nemusi byt zaznamendna ani
v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostfedku. Pak je tfeba zvolit nékterou z metod
v kapitolach 6.1.1. a 6.1.2. NaSe zkuSenost ukazuje na obcasné potize s fedénim nékterych
komercné vyrabénych biocid( z dlivodu jejich hustoty nebo slozeni diky jejich velmi vazké,
tukovité nebo pénovité konzistenci.

Obrdzek 10: Testovdni antimikrobniho ucinku biocidd diluéni mikrometodou MIC/MBC.
Antimikrobni ucinek se projevi inhibici ristu mikroorganizmi, nedochdzi ke zkaleni média a Ize
tak urcit takzvany break point, tedy nejniZsi koncentrace biocidu, kterd zastavuje rist
mikroorganizmu. Breakpointy jsou na obrdzku oznaceny Zlutymi Sipkami (foto: J. Bzdil).

6.1.5. Testovani antimikrobniho Gcinku dezinfekcnich pripravkt diluéni plotnovou metodou
MIC / MBC

Nejprve vytvofime suspenzi testovacich mikroorganism(. PouZijeme vybrané referencni
kmeny (viz kapitola 6.1.2.) a/nebo i izolované terénni kmeny narostlé na Mueller — Hintonové
agaru. Z Cistych kultur vytvorime ve zkumavkach ve fyziologickém roztoku nebo jiném médiu,
které neni antagonistické s testovanou latkou, suspenze kultur o turbidité 0,5° Mc Farlanda
(1,5 x 108 CFU v 1 ml suspenze). Suspenze musi byt pouZity do 30 minut po vytvofeni. Déle
pfipravime Mueller — HintonUv agar, ktery po autokldvovani vloZime ve sterilni nadobé do
vodni lazné na 50°C, kde bude az do pouziti. U hemolytickych streptokok(i mizeme pridat do
agaru 5 % berani krve. Pokud jde o naro¢néjsi organizmy, priddme dalsi prisady a rlstové
faktory. Dale vytvofime fedéni ucinné latky nebo original pripravku, které budeme testovat.
Z plvodni suspenze vytvorime zakladni koncentrace 10240, 2560, 320, 40, 5 a 0,625 mg/I, ze
kterych pak vytvorime findlni koncentrace v agaru od 512 mg/I agaru do 0,004 mg/| agaru (viz
Tabulka 5). Podle potieby je mozné vytvorit i jiné série fedéni, pfedevSim u komercnich
pripravk(, kde je ucinna latka obvykle jiz nafedéna. Konecné redéni ucinné latky provedeme
smisenim 1 ml predfedéné substance s 19 ml rozvareného MHA, dikladné ve zvlastnich
nadobkach promichame a nasledné rozlijeme na Petriho misky o priiméru 90 mm a nechame
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pfi pokojové teploté ztuhnout. Inokulum preneseme na osusené plotny véetné 1 kontrolni bez
testované latky replikdtorem skoliky o priméru 2,5 mm nebo mikropipetou Cci
bakteriologickou kli¢kou. Objem inokula by mél byt 1 ul (koncentrace 10* CFU/1 ml).

Vychozi fedéni | Objem vychozi | Objem pfidané | Vysledna Vysledna

ucinné latky | suspenze  pro | destilované koncentrace koncentrace

(mg/) dalsi redéni (ml) | vody v dalSim | findlniho fedéni | latky v19 ml

fedéni (ml) (mg/l) agaru po pfidani

1 ml findlni
suspenze (mg/l)

10240 1 0 10240 512

10240 1 1 5120 256

10240 1 3 2560 128

2560 1 1 1280 64

2560 1 3 640 32

2560 1 7 320 16

320 1 1 160 8

320 1 3 80 4

320 1 7 40 2

40 1 1 20 1

40 1 3 10 0,5

40 1 7 5 0,25

5 1 1 2,5 0,125

5 1 3 1,25 0,06

5 1 7 0, 625 0,03

0,625 1 1 0,3125 0,015

0,625 1 3 0,1562 0,008

0,625 1 7 0,0781 0,004

Tabulka 5: Redéni testované antimikrobni Idtky pro testy plotnové diluéni MIC (upraveno dle
EUCAST 2000).

Inokulacni body se nechaji zaschnout pfi pokojové teploté. Plotny se nasledné inkubuji dnem
vzhlru po dobu 18 aZz 24 hodin pfi 35 — 37°C, nevyZaduiji li to podminky jinak. Odecte se, ve
kterém nejnizSim fedéni biocidu doslo k inhibici rdstu kmene (break point) a hodnoty se
zaznamenaji. Na 1 plotnu je mozZno inokulovat 3 i vice bakteridlnich kultur, pokud nedojde
k propojeni inhibi¢nich zon nebo prerlstani ploten. Znovu je tfeba upozornit, Ze nékteré latky
mohou byt mnoZstvim organickych sloZzek nebo jinych slozek v padé vyvazany a Zzadna inhibice
nemusi byt zaznamenana ani v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostfedku. Pak je treba
zvolit nékterou z metod v kapitolach 6.1.1. a 6.1.2.

V nasem pripadé byla tato metoda lepsi a spolehlivéjsi nez napriklad metoda diskova difuzni
uvedena v bodé 6.1.3. a soucasné méné pracna a nakladna nez metoda 6.1.4.
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6.2. Terénni testovani dezinfekéniho ucinku biocidu in vivo

Toto testovani ma sva uskali. Je tfeba si uvédomit, Ze pracujeme v kontaminovaném prostredi
s aerosolovou a prasnou zatéZzi a proto je tfeba pracovat rychle a Cisté. Je tfeba pouzivat
ochranné pracovni prostfedky a gumové rukavice, které je tfeba mezi kazdym odbérem nebo
ukonem dezinfikovat éteralkoholem, protoze se rychle odpafuje, nezanechdva rezidua a
nezkresluje tak nélezy. Eter a alkohol by mély byt smiseny v poméru 1:1 a alkohol by mél mit
koncentraci alespon 60%.

6.2.1. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekénich pfipravkii na autentickych
anorganickych povrsich

Tento zplsob testovani zahrnuje podobné postupy jako testovani in vitro v laboratornich
podminkach. Lze ho provést s pomoci vihéenych stérovych tampon( z pfesné rozmérové
stanovené plochy (obvykle 100 cm?) s pomoci sterilni $ablony a stérového tampdnu, ktery se
po expozici umisti do zkumavky s vhodnou pevnou pldou zabranujici rGstu a multiplikaci
mikrob(, naptiklad Amiesovou pldou s aktivnim uhlim (osvédceny je systém Transbak,
Dispolab Brno, CR nebo PUR-Blue, Bioing, Ivantice, CR...), nebo se urychlené doruéi do
laboratofe pfi maximalné +4°C v origindlnim obalu nebo nadobce, aby vatova hlavice
nevyschla, nebo se vloZi pfimo do sterilniho fediciho nebo fyziologického roztoku a vytfepe se
do média na misté odbéru po dobu 5 min + 10 sec. Po vytfepani se tampdn z roztoku odstrani,
aby doba, po kterou se uvolnuji mikroorganizmy do roztoku, byla standardni. Dalsi metodou
je stér z povrchu exponované plochy abrazivni navlhéenou houbickou. Metody mohou byt
provedeny postupy kvantitativnimi nebo kvalitativnimi s uréenim pfitomnosti nebo
nepritomnosti zvolené skupiny, rodu nebo druhu mikroorganismu (S. aureus, E. coli, S. uberis,
E. faecalis, Salmonella species atd). Dal$i metodou muzZe byt otisk s pouzitim kontaktniho
agaru na plotné (LMS s.r.o. JaroméF, CR) nebo s pouZitim otiskovych agari kontaktni
soupravy, napf. Hygicult nebo Easicult (Aidian Oy, Espoo, Finland). Posledni jmenované
soupravy jsou ale neumérné drahé. Metodiky jsou jiz popsany v kapitolach 6.1.2.1 -6.1.2.4. a
vychazeji z metodik CSN EN 1040, CSN EN 1656, CSN EN 14349 a CSN EN 16437+A1l. Dle
uvedenych metodik je mozné testovat originalni mikrobidlni zatéz prostredi pred a po rutinni
aplikaci biocidu, nebo provést experimentalni kontaminaci povrchu referenénim nebo
terénnim bakteridlnim kmenem a pokus s presné rfedénou ucinnou latkou dle norem. Pfi
testovani ucinnosti biocidu provedeme stér (otisk) z dané plochy pred dezinfekci a pak po
dezinfekci, vysledky se porovnaji.

6.2.2. Testovani antimikrobniho ucinku dezinfekcnich pripravkl na organickych povrsich

Za organické povrchy povazujeme predevsim srst, kQizi a sliznice zvifat. V naSem ptipadé se
jedna o klizi vemene respektive struku. Je tfeba pamatovat, Ze staj, lezisté i kiiZze zvifete jsou
obvykle silné kontaminovany stajovou mikroflérou. Kazdy ukon navic zvife stresuje a mizZe to
byt osobé, ktera odbér provadi, dano najevo i velmi nevybiravym zplsobem. Je proto treba
pracovat rychle, klidng, Cisté a presné a vystavovat odbérovy material vlivu prostredi jen nad
dobu nezbytné nutnou.
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6.2.2.1. Testovani ucinku dezinfekéniho prostfedku s pomoci stéru

K odbéru stérd se obvykle pouZivaji systémy Transbak nebo PUR-Blue (Transbak, Dispolab
Brno, CR nebo PUR-Blue, Bioing, Ivantice, CR...). Suchy tampon PUR-Blue je pro nase Ucely
lepsi, protoze ma vétsi stérovou plosku a pevnéjsi, kratsi a také robustnéjsi tyc€inku, kterd
umoznuje vyvinout pfi stirani vétsi tlak na kOZi. Stérovy tampodn nejprve zvlhéime
doporucenou sterilni pfepravni tekutinou, jako je fyziologicky nebo fedici roztok, ve kterych
by nemélo dochazet k ristu a multiplikaci mikroorganisma. Tyto roztoky pouZivdme tehdy,
pokud zjistujeme jen bakteridlni zatéZz ploch. Pokud provadime testy s biocidy, je dobré
pouzivat neutraliza¢ni roztok, ktery by mél navic neutralizovat biocidni latku. Zvlhéeni
provedeme nejlépe ve sterilnich podminkach laboratofe nejdéle 24 hodin pfed odbérem.
Pfebytek tekutiny vypudime ztampdnu jeho mirnym stlaCovanim o sténu nadobky za
soucasného pootdceni kolem jeho podélné osy jesté v laboratofi. U systému Transbak vatovy
konec stérovky mizeme zvlhcit i ponofenim do prepravni pldy tésné pred jeho pouzitim. Od
zvlhéeni do okamziku pouziti uchovame tampodny pfi chladni¢kové teploté do +4°C. V prvni fazi
provedeme nejprve stér z povrchu neomytého a nedezinfikovaného struku s pouzitim
sterilnich gumovych rukavic. Vlastni stér provedeme pod mirnym tlakem trojim obkrouzenim
hrotu struku ve vzdalenosti do 1 cm od hrotu véetné vyusténi strukového kanalku se
soucasnym pootacenim tampdnu kolem jeho podélné osy, abychom co nejefektivnéji vyuZzili
stérovou plosSku. Stirani by mélo trvat 10 vtefin. Exponovany tampdn zasuneme bud do
zkumavky s agarem (systém Transbak) nebo do sterilni nadobky bez média (systém PUR-Blue)
a prepravime do laboratore pfi maximalné +4°C. Zpracovani musi byt provedeno do 24 hodin
po odbéru. Doba od odbéru do zpracovani musi byt vidy konstantni. Ve druhé fazi provedeme
dezinfekci stejného struku predipem a vyckame, dokud neprobéhne expozi¢ni doba stanovena
vyrobcem. Pokud vyrobce nestanovi konkrétni expozi¢ni ¢as, provedeme odbér po 0,5 - 3
minutach expozice (obligatni doba expozice) a to stejnym zplUsobem, jako u
nedezinfikovaného struku. CSN EN stanovi pro predipy minimalni expozi¢ni dobu 0,5 minuty +
5 sec a maximalni 3 minuty * 10 sec. Pokud bychom chtéli sledovat Ucinnost prostredku,
mdZeme vsouladu suvedenymi CSN EN provést odbéry vrdznych &asech po aplikaci
dezinfekéniho ptipravku (1, 5, 30, 60). Po odbéru stéru po oSetieni predipem je treba zvire
vydojit a nasledné aplikovat postdip. Ve treti fazi provedeme dalsi odbér ze stejného struku
po aplikaci postdipu a expozici minimdalné 1 minuty * 5 sec a maximalné 30 minut £ 10 sec
(opét stanoveno normami CSN EN). Uchovani, transport do laboratofe a zpracovani vzorkd
jsou stejné jako u nedezinfikovanych strukd. V laboratofi provedeme vytfepani a uvolnéni
mikroorganismd z tampénl po presné stanovenou dobu (obvykle 5 minut + 10 vtefin) s
pomoci vortex mixéru do sterilniho neutraliza¢niho roztoku o objemu 2 ml. Pak je tfeba
tampodn z tekutiny ihned vyjmout a tuto tekutinu naredit v fadé desetinasobnych rfedéni a vse
nakultivovat (viz niZe). To znamend, Ze 1 ml pQvodni suspenze (fedéni 10°) po vytFepani
tamponu preneseme do 9 ml sterilniho fyziologického roztoku nebo autoklavem
sterilizovaného fyziologického nebo fediciho (dilu¢niho) roztoku obsahujiciho 8,5gNaClalg
tryptonu (pankreatického digestatu kaseinu) v 1000 ml sterilni destilované vody s vyslednym
pH 7,2 £+ 0,2 (vyrabi bézné LMS Jaromér), ¢imz vznikne fedéni 101. Po dikladném promiseni
na vortexu odebereme z 1. fedéni opét 1 ml suspenze a preneseme do 9 ml dalSiho
fyziologického nebo Fediciho roztoku, ¢imz vznikne druhé fedéni 102. Tak pokraujeme aZ do
Fedéni 10°. Z kazdého Fedéni véetné plvodni suspenze (10°) pak nakultivujeme 0,2 ml
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tekutiny na kazdou plotnu s TSA (Trypton soéjovy agar, vyrdbi bézné LMS Jaromér), Zivnym
agarem, masopeptonovym krevnim agarem, pfipadné selektivné diagnostickou padou.

Obrdzek 11: Rizné typy stérovych tampond. Vlevo suchy tampon, uprostied zkumavka na
exponovany suchy tampon, vpravo stérovd souprava a zkumavka s transportni pudou (foto:
J.Bzdil).

Obrazek 12: Stérovd souprava pro odbér materidlu z pfesné definované plochy. Vlevo je sterilni
sablona, uprostfed transportni zkumavka s roztokem a vpravo je stérovy tampon (foto: J.
Bzdil).
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Inokulat rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechame na povrchu agaru zavadnout.
Inokulované plotny inkubujeme 24 hodin pfi 37 £ 1°C v aerobni atmosfére, pokud nehledame
anaeroby. Kazdou kultivaci z kazdého fedéni provedeme na 2 agarové plotny (duplikované),
abychom minimalizovali chybu a zpfesnili vysledek. Pokud bychom inokuldt chtéli zalit do
agaru, bylo by tfeba pouzit 1 ml suspenze. Metoda zalévani je vSak podstatné pracnéjsi a u
neprahlednych agari (MPKA, Rambach atd.) ji nelze pouzit. Pfi vypoctech CFU (KTJ) tedy
pouzijeme primérny pocet kolonii vypocteny z obou ploten kazdého redéni. Pokud je po
inkubaci nardst slaby, nebo nic nenaroste, je moZné tuto inkubaci prodlouZit na 48 hodin. Casy
a podminky inkubaci je vSak tfeba ve vSech pripadech sjednotit! Vysledné pocty kolonii
vynasobime péti a hodnotou fedéni a ziskdme tak pocet CFU (KTJ) v 1 ml plvodni suspenze.
Pokud vysledné pocty ndsobime 10, ziskame pocet mikrobl (KTJ resp. CFU, TNM) v celém
tamponu. Je tieba promyslet a sjednotit, jak vysledky hodnotit. Hodnoty CFU (KTJ) je dobré
prevést do podoby dekadickych logaritmu. Vysledky zapiSeme a statisticky vyhodnotime.
Ucinek dip@ je moZno oznatit za vyhovujici p¥i poklesu mikroorganism@ po dezinfekci alepori
o 5 Ig (dekadickych logaritmt). Odbér s pomoci tampdnt je méné validni nez u houbicek a
smyvll, protoZze nemusime dokonale setfit celou vySetfovanou plochu. Navic mlZe snadno
dojit ke kontaminaci stérovky stdjovym prachem a aerosolem pfi odbéru a manipulaci
s tamponem. Mezi jednotlivymi testovanymi struky je tfeba vyménit gumové rukavice nebo je
desinfikovat éteralkoholem, ktery je potfeba po aplikaci nechat odvétrat (je to otdzkou
nékolika sekund). Odpareni roztoku se pozna tak, Ze pfestaneme pocitovat chlad v prstech a
na dlanich ruky pfes materidl rukavice. Pfi manipulaci s éteralkoholem je pfisné zakazano
pouzivat otevieny ohen, protoZe hrozi nebezpeci vzniceni!

6.2.2.2. Testovani ucinku dezinfekcniho prostfredku s pomoci abrazivni houbicky

Pro nase potreby je idealni napfiklad vihéend celulézova houbicka v homogenizacnim sacku o
objemu 530 ml bez média (Bioing, Ivancice, CR). M(Zeme pouzit i vihéenou polyuretanovou
houbicku s rukojeti a 530 ml homogenizaéni saéek do Stomacheru s dratkem bez média. Odbér
provedeme opét ve sterilnich gumovych rukavicich. Houbicku, ktera neni vihéend, maximalné
24 hodin pred odbérem zvlh¢ime fyziologickym nebo fedicim roztokem a pfes sténu sacku ji
vymackame prsty a zbavime prebytecné tekutiny. Pokud zkoumame ucinky biocidd, zvlhéime
houbicku neutralizacnim roztokem a pres sténu sacku ji opét dikladné vymackdme a zbavime
prebytecné tekutiny a prebytecnou tekutinu odsajeme. Pfi odbéru ji sterilné vyjmeme ze sacku
a abrazivni vrstvickou dikladné otfeme struk od hrotu struku smérem kjeho bazi do
vzdalenosti 1 cm od hrotu struku. Lze setfit i vétsSi plochu, ale tato plocha musi byt konstantni
pfi vSech odbérech. Vyuzivame pti tom celé abrazivni plochy houbicky a pusobime na kuzi
pfimérenym tlakem prstl nebo pinzety. Odbér by mél trvat 10 vtefin. Nasledné houbicku
vratime do homogenizacniho sacku, ktery uzavieme zipem a pfi teploté 4°C ji dopravime do
laboratore. Nasledné struk vydezinfikujeme danym dezinfekénim prostfedkem, nechame
exponovat po dobu predepsanou vyrobcem nebo 0,5 min + 5 sec az 3 min + 10 sec a odbér
provedeme stejnym zplUsobem jako pred dezinfekci. Stejnym zplUsobem provedeme i
dezinfekci a expozici postupem, jen expozice bude trvat minimalné 1 minutu * 5 sec a
maximalné 30 minut + 10 sec (opét stanoveno normami CSN EN). Uchovéni, transport do
laboratore a zpracovani vzorkl je shodné jako u nedezinfikovanych strukd. V laboratori k
houbi¢ce vsacku priljeme sterilné 10 ml neutralizacniho roztoku a vlozime do
homogenizatoru (Stomacher) a pfi plném vykonu homogenizujeme po dobu (obvykle 5 minut
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+ 10 vtefin). Pak houbicku pres sténu sacku vyzdimame prsty a odstranime ze sacku a
vySetfime suspenzi. Nasledné provedeme opét narfedéni plivodni suspenze desetindsobnou
fadou fedéni, coz znamena, Ze 1 ml plvodni suspenze preneseme do 9 ml fediciho roztoku,
¢imZ vznikne Fedéni 10, Po dukladném promiseni na vortexu odebereme z 1. fedéni opét 1
ml suspenze a pfeneseme do 9 ml dalsiho fediciho roztoku, ¢imz vznikne druhé fedéni 1072
Tak pokracujeme aZ do fedéni 10°°. Z kazdého fedéni vietné plvodni suspenze 10° pak
nakultivujeme 0,2 ml tekutiny na 2 plotny s TSA, nebo masopeptonovym krevnim ¢i jinym
agarem. Inokuldt rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechame na povrchu agaru
zavadnout. Inokulované plotny inkubujeme dnem vzhlru 24 hodin pfi 37 + 1°C v aerobni
atmosfére, pokud nehleddme anaeroby. Inkubaci je mozné prodlouzit na 48 hodin, pokud je
narust slaby, nebo nenaroste nic. Doby a podminky inkubaci je vSak potfeba sjednotit, aby
vysledky byly komparabilni. Dobré je délat z kazdého redéni kultivaci na 2 - 3 plotny s agarem
a soucty pak zprimérovat.

o DL

£9-&ldad O

SETCL

Obrazek 13: Odbérovad souprava se stérovou abrazivni houbickou, kterou Ize stirat vySetfované
povrchy v terénu a v laboratori mikrobiologicky vysetrit (foto: J. Bzdil).

Pocty kolonii spocteme, vynasobime 5 a hodnotou fedéni a ziskame tak pocet CFU (KTJ) v 1 ml
plGvodni suspenze nebo 50 a hodnotou fedéni a dostaneme pocet CFU v celém stéru. Vysledky
zapiSeme a statisticky vyhodnotime. Stérovani houbickami je efektivnéjsi, dikladnéjsi a hrozi
mensi moznost kontaminace nez u stérovych tampond.

6.2.2.3. Testovani ucinku dezinfekéniho prostfedku s pomoci smyvu

K odbéru mlizeme pouzit sterilni odbérové PE sacky, tfeba Nasco WHIRL-PAK o objemu 58 ml
(7,5 x 12,5 cm), (Bioing, Ivancice, CR) nebo BagPage 100 o objemu 100 ml s membranou (18 x
9,5 cm) (Werkon s.r.o., Praha, CR) nebo jiné s podobnym objemem a parametry. Sacky
v laboratofi pfed pouZzitim naplnime sterilnim fyziologickym nebo fedicim roztokem o objemu
10 ml. Testujeme-li biocid, pouZijeme neutraliza¢ni roztok o objemu 10 ml a sterilné
uzavieme. Nedezinfikovany struk vsuneme do sacku, ktery pfi bdzi struku palcem a
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ukazovakem levé ruky stiskneme, aby do sdc¢ku nenapadal prach ani aerosol a struk s pomoci
palce, ukazovaku a prostfedniku pravé ruky dikladné pod mirnym 10 vtefin omyvame a
dlkladné ze viech stran hnéteme do délky 3 cm od hrotu struku smérem k jeho bazi. Lze smyt
i vétsi plochu, ale velikost smyvané plochy je tfeba sjednotit u vSech odbért. Pak struk
vyjmeme a sacek uzavieme zipem a pfi teploté 4°C ho dopravime do laboratore. Nasledné
struk vydezinfikujeme danym dezinfekénim prostfedkem (predipem), nechdme exponovat po
dobu predepsanou vyrobcem nebo 0,5 min = 5 sec az 3 min + 10 sec. Nasledné provedeme
vydojeni mléka a stejnym zplsobem provedeme i dezinfekci a expozici postdipem, jen
expozice bude trvat minimalné 1 minutu £ 5 sec a maximdlné 30 minut + 10 sec (opét
stanoveno normami CSN EN). Uchovéni, transport do laboratofe a zpracovani vzorkd jsou
shodné jako u nedezinfikovanych struk(. V laboratofi sacky se smyvy v neutralizaénim roztoku
vlozime do homogenizatoru (Stomacher) a pfi plném vykonu homogenizujeme po dobu
obvykle 5 minut + 10 vtefin. Nasledné provedeme opét naredéni plvodni suspenze
desetindsobnou fadou fedéni, coz znamena, Ze 1 ml pldvodni suspenze preneseme do 9 ml
fediciho roztoku, ¢imZ vznikne fedéni 10, Po diikladném promiseni na vortexu odebereme
z 1. fedéni opét 1 ml suspenze a preneseme do 9 ml dalSiho fediciho roztoku, ¢imz vznikne
druhé fedéni 102. Tak pokracujeme aZ do fedéni 10°. Z kazdého Fedéni véetné plvodni
suspenze 10° pak nakultivujeme 0,2 ml tekutiny na 2 - 3 plotny s TSA nebo masopeptonovym
krevnim ¢&i jinym agarem, inokuldt rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechdme na
povrchu agaru zavadnout. Inokulované plotny inkubujeme dnem vzh(ru 24 hodin pfi 37 + 1°C
v aerobni atmosfére, pokud nehledame anaeroby. Inkubaci je mozné prodlouzit na 48 hodin,
pokud je narlst slaby, nebo nenaroste nic. Doby a podminky inkubaci je vSak potfeba
sjednotit, aby vysledky byly komparabilni. Sou¢ty CPM z obou ploten zprimérujeme. Pocty
kolonii spo¢teme, vyndsobime 5 a hodnotou fedéni a ziskdme tak pocet CFU (KTJ) v1 ml
pGvodni suspenze nebo 50 a hodnotou fedéni a dostaneme pocet CFU v celém stéru. Vysledky
zapiSeme a statisticky vyhodnotime. Smyv by mél byt ze vSech metod uvedenych v kapitole
5.2.2. nejefektivnéjsi a nejpresnéjsi, protoze do sacku pri smyvani nenapadaji zadné necistoty
a zadné mikroorganismy neulpi na povrchu stérového tampdnu ani houbicky. Obtizné se viak
kontroluje rozsah smyvané plochy struku.

6.2.3. Rutinni metody detekce mikrobidlniho zatizeni prostfedi a praktickd kontrola
ucinnosti dezinfekce pfedméti a prostredi

6.2.3.1. Odbér a kultivace stérti z predmétq, ploch a prostiedi (kontrola pfed a po dezinfekci)

Stéry Ize provést i zvlhéenym tamponem z plochy 100 cm? s pouZitim sterilni plastové $ablony
a vyhodnotit kvalitativné (zastoupeni jednotlivych druhl, rodl a skupin mikrobd) nebo
kvantitativné (poc¢ty mikrob( na jednotku plochy nebo objem média). U kvalitativni metody je
treba primo nakultivovat stér nebo smyv na TSA, masopeptonovy krevni agar nebo selektivné
diagnostické puady, provést inkubaci, odecitani vysledk(. Interpretaci je treba provést
sdélenim, zda hledany mikroorganizmus byl nebo nebyl detekovan (kvalitativni metoda
vySetreni). V pfipadé kvantitativniho hodnoceni se stanovenim poc¢tu mikroorganizma (KTJ,
CFU, TNM) exponovany tampon vilozZime do zkumavky s5 ml fyziologického nebo
neutraliza¢niho roztoku a dlikladné jej v roztoku vytfepeme s pouZitim vortex mixéru po dobu
obvykle 5 minut £ 10 vtefin. Soucasné pripravime fadu zkumavek s 9 ml fyziologického roztoku
(asi 6 Fedéni podle pfedpokladu mikrobialni zatéZe). Ze zkumavky s tamponem (Fedéni 10°)
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provedeme preneseni 1 ml suspenze do prvni zkumavky a dlikladné vortexujeme 10 sec, ¢imz
vytvofime Fedéni 10?, z prvni zkumavky pfeneseme opét 1 ml a pfemistime do druhé
zkumavky, &imZ vytvofime Fedéni 102, podobné pokracujeme dal a? do Fedéni 10°°. Po
dukladném promichéni viech suspenzi véetné plavodni (10°) provedeme kultivaci 0,2 ml na
kazdou agarovou plotnu, inokuldt rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechdme na
povrchu agaru zavadnout. Inokulované plotny inkubujeme 24 hodin pti 37 + 1°C v aerobni
atmosfére, pokud nehleddme anaeroby. Tento typ stérl je vhodny pro potravinarské,
zemédélské a dalsi provozy. Vysledky odecteme, zaznamename a vyhodnotime statisticky.
Byva zvykem, Ze se pocty KTJ (CFU) prevedou na dekadické logaritmy a ty se porovnavaji.

Tato metoda se s obménami pouziva i jako kontrola Uc¢innosti dezinfekce v chovech zvirat na
bazi pritomnosti koliformnich bakterii ve vySetfovanych stérech. Metoda vychazi
z predpokladu, Ze koliformni bakterie puisobi jako indikatorové mikroognanizmy pretrvavajici
fekdlni kontaminace prostredi a tedy i neucinné provedené dezinfekce. Principem testu je
vySetfeni 6 stérd na pritomnost koliformnich bakterii, které po pomnozeni v tekuté padé
zkvasuji laktdzu s tvorbou plynu. Stéry jsou pfijaty a vySetieny jako jednotlivé vzorky. Tampdny
pred odbérem zvlhéime ve sterilnim fyziologickém nebo fedicim roztoku a prebytek tekutiny
z tamponl vytlacime rotaénim pohybem kolem podélné osy tamponu o sténu nadobky s
roztokem. Provedeme stér asi ze 100 cm? testované plochy. Tampdn pak vloZime sterilné do
puavodniho obalu a doru¢ime do laboratore pfi +4°C do 24 hodin. Vzorky kultivujeme ve
zkumavkach s tekutou Zivnou pldou Andrade Peptone Water s laktézou a plynovkou.
Inkubujeme pfi 37 + 1°C po dobu 24 hod, pfipadné az 48 hod. Po 24 hod inkubaci pady
vyhodnotime a v pfipadé, Zze nebyl zaznamenan narlst, prodluZzujeme inkubaci az na 48 hod.
V ptipadé narlstu provedeme vyhodnoceni dle Tabulky 6.

Pfiznak Pfitomnost pfiznaku

Zakal (rast) + -

Tvorba plynu + -

Zména pH(barvy) + -

Koliformni bakterie Prokazany Neprokazany

Tabulka 6: Znaky ndristu bakterii v APW (upraveno dle Bzdil, 2021)
Legenda: Koliformni bakterie neprokdzdny zdvérecnad dezinfekce ucinna
Koliformni bakterie prokdzdny zdvérecnd dezinfekce neucinna

Mimo normu lze hodnotit test 10 tampdénd s obménou. Kazdy tampon zalomime do
samostatné zkumavky s Andrade Peptone Water s laktézou a plynovkou. Inkubujeme pfi 37 +
1°C po dobu 24 hod, ptipadné az 48 hod. Pokud neni ani pak zaznamenan nérlst, nebo je
zaznamendn narlst maximalné ve 2 zkumavkach, je dezinfekce vyhovujici, pokud je porost
zaznamendn ve 3 - 6 zkumavkach, je dezinfekce podminéné vyhovujici, pokud je rust
zaznamenan v 7 a vice zkumavkach, pak je dezinfekce nevyhovujici. Podobné vysetfeni Ize
provést i s jinymi tekutymi pGdami. Z pld s narUstem lze provést vyockovani na
masopeptonovy krevni agar a nékterou selektivné diagnostickou ptidu podle toho, kterad druhy
mikrobU nas zajimaji. Salmonely je moZno zachytit na XLD nebo Rambachové agaru,
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streptokoky na Edwardsové agaru, enterokoky na Slanetz-Bartleyové agaru, stafylokoky na
krevnim agaru nebo Baird-Parkerové agaru, enterobakterie na Endové nebo Mac Conkeyové
agaru.

6.2.3.2. Otisky z prostfedi s pomoci kontaktnich agard na plotnach nebo destickach

V misté odbéru vyjmeme agarovou plotnu z obalu, odkryjeme vicko a agar pfitiskneme jemné
k vySetfovanému povrchu, aby dikladné na tento povrch dosedl celou plochou, ale aby
nepraskl nebo nebyl jinak poskozen (viz Obrdzek 14). Po 5 — 10 vtefinach agar z testované
plochy sejmeme, uzavieme vickem, vloZzime zpét do primarniho obalu nebo sterilniho
plastového sacku a dodame do laboratore pfi +4°C. Inkubace kontaktniho agaru s krvi se
provadi aerobné, v pfipadé pud uréenych pro detekci anaerob( anaerobné pfi 37 + 1°C po
dobu 24 hodin. V pfipadé, Ze na plotné nic nenaroste, prodlouzime inkubaci az na 48 hodin.
Kontaktni pady na kvasinky a plisné je tfeba inkubovat 48 - 120 hodin a denné je kontrolovat.
Pocet narostlych kolonii odeéteme a zaznamendme do pracovniho protokolu. Kvantum
mikrob{ je moZno vyjadFit na 1 cm? nebo na 100 cm?. Poéty mikrobt vydélime plochou plotny
v cm? (rr?), &imi ziskdme pocet kolonii (CFU tedy Colony Forming Units) na 1 ¢cm?. Po
vynasobeni tohoto vysledku ziskdme pocet kolonii KTJ (CFU) na 100 cm?. Plotna s agarem o
priméru 90 mm ma plochu 63,6 cm?.

Obrdzek 14: Otisk z mikrobiologicky testovaného povrchu s pomoci takzvaného kontaktniho
(otiskového) agaru. Po expozici se agar nechd inkubovat v termostatu a ndsledné se narostlé
bakteridlni kolonie spoctou, typizuji a ndsledné prepocitaji na jednotku plochy (foto: J. Bzdil).

6.2.3.3. Otisky z prostfedi s pomoci sterilnich filtracnich papirki a béinych agari na
plotnach.

V testovaném prostoru vyjmeme sterilni pinzetou z obalu sterilni ¢tvercovy filtracni papir o
rozmérech 5 x 5 cm (25 cm?), smocime ho v nddobce ve sterilnim fyziologickém roztoku, na
sténé nadobky ho nechame opatrné okapat od prebytecné tekutiny a polozime a dlkladné
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pritiskneme na testovany povrch sterilni pinzetou. Po 5 - 10 vtefinach exponovany papirek
sejmeme z testované plochy a exponovanou stranou ho pfitiskneme doprostfed agarové
plotny, pfitla¢ime lehce pinzetou k agaru, aby pod nim nebyly vzduchové bubliny. Po 10
vtefinach papirek odstranime, plotnu s agarem uzavieme a oznacenou plotnu vloZzime do
sterilniho prepravniho obalu a krabicky a doruc¢ime do laboratore pfi +4°C. Inkubace a
odeditani se provede jako v bodé 6.2.3.2. Po odecteni poctu narostlych kolonii provedeme
pFepocdty na 1 cm? (vydélenim poctu kolonii 25), nebo na 100 cm? (vyndsobenim poctu kolonii
4).

6.2.3.4. Otisky z prostiedi s pomoci kontaktnich agarti v otiskovych soupravach

Toto vysetreni Ize provést napfiklad s pomoci souprav Hygicult nebo Easicult. Testovaci
nadobky vyjmeme z krabicky na misté provedeni testu, odSroubujeme vicko s desti¢kou
naplnénou agarem. Opatrné, aby agar nebyl poskozen, pfitiskneme na testovanou plochu a 5
- 10 vtefin exponujeme. Po expozici vicko s destickou vsuneme zpét do nddobky (nebo obalu)
a zaSroubujeme nebo hermeticky uzavieme, ddme do prepravniho sterilniho obalu a do
prepravniho boxu a doru¢ime do laboratore pfi +4°C. Pfi inkubaci se fidime pokyny vyrobce.
Pokud nejsou k dispozici, provedeme inkubaci jako u agarli na plotnach. Soupravami je mozné
zmérit mnozstvi mikrobu i v tekutinach. Desti¢ka se celd ponofi do tekutiny na 5 vtefin, po
vytazeni se zbytky stékajici tekutiny odsaji na dolni hrané pftitisknutim k savému sterilnimu
papiru a vicko s destickou opét zasuneme a zaSroubujeme do nadobky a vse vloZzime do
prepravniho obalu. Inkubaci provedeme dle navodu vyrobce nebo dle pfedchozich instrukci.
Po inkubaci se desticka porovna se skalou porostll na fotografiich na ptilozeném letaku anebo
se kolonie pfesné spoditaji a pocet CFU se pfepoéte na 1 cm? nebo na 100 cm? plochy. V
pFiloZzeném letaku jsou stanoveny i kritické hodnoty poétd mikrobd. Pfi 10% CFU je hodnocena
kontaminace povrchu jako mirna (slight), pfi 10° CFU jako priimérna (moderate) a p¥i 10* CFU
jako silnd (heavy). Misto kontaktnich souprav, které jsou velmi drahé, mlZeme pouZit
takzvané kontaktni agary na Petriho miskach, které jsou bézné vyrabény napf. spolecnosti LMS
Jaromé¥, CR. Pocty KTJ na plotné spo&itdme a prepocteme na 1 cm? nebo na 100 cm?
zkoumané plochy.

6.3. Praktické vystupy pro chovatele a odbornou verejnost

Chovy skotu mGzeme rozdélit podle jejich zaméreni na chovy uréené k masné produkci a chovy
k produkci mlééné. Dle nasich zkuSenosti se masné chovy nepotykaji s tak velkymi problémy
jako ty mléc¢né diky rozdilné technologii chovu a rovnéz vyzivy. U masnych chovl je velka c¢ast
produkce realizovana pastevnim zpUsobem a zvifata jsou tak podstatné silnéjsi a imunitné
odolnéjsi vlci riznym inzultim a jsou také otuZzilejsi. Chov zvirat ve venkovnim prostfedi ma
také tu vyhodu, Ze zde nedochazi ke koncentraci tak velkého mnoZstvi mikroorganizm( na
malé plose, jako je tomu u stdjového chovu. U masného skotu se mizeme setkavat predevsim
s onemocnénimi koncetin a onemocnéni oci (infekéni keratokonjunktivitida neboli IKKS), u
stdjové produkce také s respiracnimi problémy a méné ¢asto i s metabolickymi onemocnénimi
avzacnéis intoxikacemi. U dojeného skotu je situace ponékud odliSna. Do hry vstupuje v prvni
fadé mlécna Zlaza, kterd je nejslabSim ¢lankem zvifat z hlediska mozné infekce a je
z veterindrniho hlediska takzvanym ,locus minoris resistentiae”, tedy nejslabSim clankem
zdravi zvifete. Obcas byvaji u dojeného skotu zaznamenavana metabolickd onemocnéni,



48

jakymi jsou aciddéza, alkaléza nebo ketdza. Z dalSich problémi se u dojeného skotu mizeme
setkat s poporodnimi infekcemi pohlavniho apardtu, respiracnimi nebo prijmovymi
onemocnéni a to predevsim u telat a mladého skotu. U dospélého skotu byvaji zazivaci
problémy spojeny se zavaznymi onemocnénimi, jakymi jsou paratuberkuldza, bovinni virova
diarrhoea (BVD) nebo vzacné salmoneldza. V nékterych pripadech byvaji problémem i
onemocnéni pohybového aparatu, zejména paznehtl a kiize, mékkych tkani a kosti distalnich
(dolnich) ¢&asti koncetin. Z toho mlzeme odvodit, jakd preventivni a profylaktickd opatreni
bychom méli volit:

e Mikrobiologicka kontrola kvality mléka a diagnostika onemocnéni mlécné Zlazy
e Mikrobiologické testy Ucinnosti dezinfekce mlééné zlazy

e Mikrobiologicka kontrola prosttedi staje a dojirny

e Mikrobiologicka vysetreni telat se zdravotnimi problémy

e Mikrobiologicka diagnostika problém(i s pohybovym aparatem

e Metabolické testy v pfipadé zdravotnich problém{
6.3.1. Mikrobiologicka kontrola kvality mléka a diagnostika onemocnéni mlécné zlazy

Za timto ucelem byla vénovdna velkd pozornost nasi publikace pravé mlécné Zlaze.
Laboratorni ¢ast této publikace je pro chovatele nejspiSe trochu abstraktni a neuchopitelna a
tak se mohou ptat, jak predchozi informace dat do kontextu s chovatelskymi problémy a jak
veskeré informace vyuzit v praxi. Tato ¢ast nasi publikace byla plvodné zpracovana pro
chovatele skotu v rdmci nami fesSeného projektu ¢. QK22020292. Uvedené metodiky mély byt
pouzivany k ovérovani ucinnosti dezinfekénich pfipravkd slouzicich k oSetfeni vemene dojnic
pred a po dojeni a také k mikrobiologickému monitoringu povrchu vemene, prostfedi a
zafizeni stdji, které mohou mit vliv na hygienu a kvalitu ziskdvaného mléka. Tyto postupy
¢erpaly z ¢eskych statnich norem (CSN), metod publikovanych v zahraniénich odbornych
Casopisech a na jejich zakladé byly vytvoreny i vlastni metodiky. Disledné udrzovani hygieny
ve stdjich a na dojirné mohou mit dopad na zdravi zvifat a tim i ekonomiku chovu, zdrava
zvifata nevyzaduji antibiotickou intervenci a ruku v ruce s tim nedochazi ke kontaminaci
zivotniho prostfedi zbytky antimikrobnich latek a nedochazi k tvorbé a Sifeni bakterialnich
kmen( odolnych vici témto latkdm jak ve zviteci, tak v lidské populaci i v prosttedi, ve kterém
Zijeme, ale o tom jiz byla zminka v Uvodu.

Podivejme se na néktera fakta, kterd jasné ukazuji, Ze hygiena je alfou i omegou kazdého
Uspésného chovu zvirat a jako priklad vezméme mikrobiologickou kvalitu mléka. Po roce 1989
doslo v Ceské republice k naprostému kolapsu v mikrobiologickych kontroladch mléka, ve statni
sféfe zanikly funkce takzvanych laktolog(, ktefi dohlizeli na zdravi mlééné Zlazy a byli jakymisi
garanty mikrobiologické nezdvadnosti a kvality ziskdvaného mléka. Tito lidé zacali byt
povazovani za zbytecné, jejich mista v ramci Uspor byla zruSena a veskeré laboratorni analyzy
mléka v porevolu¢ni euforii byly velmi omezeny. Na to navazovalo snizeni poctu
vySetfovanych vzorkl mléka spojené s jistymi ekonomickymi Usporami a vétSina chovatell
zaCala zapominat na staré rceni, Ze prevence je lepsi nez |écba. Desetileti necinnosti pfineslo
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své trpké plody. Doslo k vyraznému narustu vyskytu takzvanych primdrnich patogeni mlécné
Zlazy, jako jsou Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus, tedy zlatého stafylokoka a
v dlsledku nizsich hygienickych narok( rovnéz i patogen(i environmentalnich, tedy téch, které
pochazeji z prostredi, jako jsou Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella/Raoultella spp. a
také dnes obdvany Streptococcus uberis. Chovatele i veterindre tak ¢ekala velmi studend
sprcha, léta tézké prace a sbirani zkusenosti v zahranici. Teprve se vstupem do nového milénia
se zacala situace stabilizovat, chovatelé i prakticti veterinarni Iékati pochopili, Ze bez presné a
pfisné stanovenych hygienickych mantinell, bez laboratornich analyz pfi zvySujici se
uzitkovosti dojnic to zkratka nepujde. Pfipomerime, Ze dojnice, kterd pred rokem 1989 za
laktaci vyprodukovala 2500 litrG mléka, byla velmi vykonnou, zaslouZilou a povazovanou
matkou a dojnice, ktera se dozila 5. laktace rovnéz.

4 N
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Graf 1: Pocty vysetrenych vzork( mastitidniho mléka skotu v jedné akreditované laboratori v
CR v letech 2000 - 2017. Po roce 2000 je markantni ndrist poctu vzorkd, ktery graduje po roce
2004, kdy CR vstoupila do EU a pfijala nové hygienické standardy v prvovyrobé mléka. Po roce
2013 je patrny ubytek vzorkt zptsobeny zrejmé ndstupem stdjové mikrobiologické diagnostiky
(autor: j. Bzdil).

Je obecné znamo, Ze dnes je u dojnic vék 5 let vékem pramérnym a primérna dojivost vysoce
presahuje 8000 litrG za laktaci a to pfi krmeni senazemi, silazemi, senem a trochou jadra, coz
je mozné povazovat za zazrak. Vratme se vsak k mikrobiologické kvalité mléka a k mastitidam.
Jiz v devadesatych letech se objevuji v nasich chovech dojného skotu prvni sofistikované dipy
k oSetreni strukl a hygiena dojeni se zacdind zlepSovat, v novém tisicileti nastupuje éra
robotického dojeni. V roce 2004 vstupuje Ceska republika do Evropské unie (EU) a pozadavky
na kvalitu mléka a jeho prvovyrobu dale stoupaji. Do hry dale vstupuje takzvana stajova
diagnostika plvodcl mastitid. Podivejme se na nasledujici grafy, které ukazuji vyvoj pocta
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laboratorné vysetfovanych vzork( mléka a dokumentuji vyskyt jednotlivych skupin plvodct
mastitid v pribéhu 18 let od pocatku nového tisicileti. Na kfivce Grafu 1 Ize pozorovat 3
zlomové okamziky. Po roce 2000 je markantni narUst poctu vzork(, ktery graduje po roce
2004, kdy CR vstoupila do EU a pfijala nové hygienické standardy v prvovyrobé mléka. Po roce
2013 je naopak patrny ubytek vzork( zplUsobeny ziejmé nastupem stajové mikrobiologické
diagnostiky. Ten se vSak v dalSich letech jiz stabilizoval. Graf 2 ukazuje pokles prevalence
grampozitivnich patogend, tedy procenta pozitivnich nalezt z celkového poctu vysetrenych
vzorkd. U S. aureus, S. agalactiae a S. dysgalactiae je patrny pokles prevalence ve sledovaném
obdobi, zatimco S. uberis stale osciluje mezi 16,97 % a 36,6 %. S. uberis se tak v dnesni dobé
stdva pomérné obavanym environmentalnim (prostfedovym) plvodcem mastitid u skotu, coz
mUzZe byt dano jeho schopnosti tvofit odolnd pouzdra a takzvany biofilm, ktery umoznuje
tomuto mikroorganizmu snadno preZit v prostredi staje i na povrchu téla zvifete a propGjcuje
plvodci i zvySenou rezistenci k antimikrobnim latkam i biocidlim.
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Graf 2: Prevalence vybranych grampozitivnich plvodcl mastitid skotu v jedné akreditované
laboratofi v CR v letech 2000 - 2017. U S. aureus, S. agalactiae a S. dysgalactiae je patrny
pokles prevalenceve sledovaném obdobi, S. uberis stdle osciluje mezi 16,97% a 36,6% (autor:
J. Bzdil).
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Pﬁvéagence gramnegativnich patogent mlécné zZlazy skotu v jedné
aktreditované laboratofi v CR v letech 2000 - 2017
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Graf 3: Prevalence gramnegativnich patogent mlécné Zldzy skotu v jedné akreditované
laboratofi v CR v letech 2000 - 2017. Ve viech pfipadech miZeme sledovat pokles prevalence
s vyjimkou P. aeruginosa (autor: J. Bzdil).

Graf 3 pak ukazuje strmy pokles prevalence vétsiny gramnegativnich plvodct s vyjimkou P.
aeruginosa, jehoz vyznam v patogenezi mastitid je vSak zanedbatelny a indikuje spiSe naruseni
imunitnich bariér zvifete. Proto doporucujeme chovatelim zavedeni pravidelné
mikrobiologické kontroly mlé¢né Zlazy a mléka. Kazdy chov by mél postupné projit preventivni
mikrobiologickou kontrolou vzorkd mléka vSech zvifat alespon jedenkrat, [épe dvakrat rocné.
Posilat do laboratofe je mozné Ctvrtové vzorky, pllové nebo smésné ze vsech Ctvrti vemene
najednou. Vzorky pllové nebo smésné maji tu nevyhodu, Ze se ¢astéji kontaminuji a vysledky
vySetieni jsou pak nepouzitelnd. U zachycenych kmen( mikrobl je trfeba pravidelné
monitorovat citlivost vici antimikrobnim latkdm a podle citlivosti pak provadét pravidelnou
rotaci téchto medikamentd, pokud je nutné je pouzivat. Pravidla odbéru vzorkd mléka byla
publikovana v odbornych ¢asopisech nékolikrat a odbéry by mél zvladnout i dobfe instruovany
chovatel sam (Bzdil 2003; Bzdil 2012).

Velmi dobrymi pomocnymi prostiedky kontroly mikrobiologické kontaminace mléka je stajova
kultivace, ktera je uréena pro rychlou a orienta¢ni kontrolu mikrobiomu vemene a jeho zmén.
Nalezy je vSak vidy ovérovat odborniky prostrednictvim fundovanych laboratornich vySetreni.

6.3.2. Mikrobiologické testy ucinnosti dezinfekce mlé¢né zlazy

Dalsi otazkou je spektrum ucinnosti dezinfekénich prostredki (biocid(l) ur¢enych k osetreni
vemene pred a po dojeni a distribuovanych ve formé takzvanych dipt. Mnozi chovatelé se divi,
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Ze po urcité dobé pouzivani jakoby nékteré dipy prestavaly ucinkovat. Tento fenomén muze
mit nékolik dlvodid. Mezi né patti skladovani pouzivanych prostfedkd v nevhodnych
podminkach, ztrdta ucinnosti v dlisledku proslé exspirace biocidu, chybné redéni pred
pouzitim, dlouhda doba od fedéni nebo smichani jednotlivych slozek prostfedku nebo
nevhodny zpUsob aplikace. V Uvahu prichazi i vznik rezistence nékterych mikroorganizmu vici
ucinnym latkdam, které jsou v dipech obsazeny. Tyto pfipady jsou jiz v literatufe popsany
(Kdljalg et al. 2002). Krom toho bychom méli brat v ivahu také spektrum ucinnosti uc¢innych
latek obsaZenych v dipech. Napfiklad Fitzpatrick et al. (2021a) prokazali pfi testovani 96
raznych biocidl, Ze skupina pfipravk( obsahujicich chlordioxid (oxid chloriéity) vykazovala
nejvétsi zény inhibice u tfi testovanych bakteridlnich kmenU Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis a Escherichia coli, zatimco individualni biocidni produkt obsahujici
kombinaci kyseliny mlécné a peroxidu vodiku nejlépe pUsobil pouze u kmenu S. aureus a S.
uberis. Jiny konkrétni produkt ze skupiny preparat(i na bazi oxidu chlori¢itého pak vykazoval
nejvétsi zény inhibice u kmenl E. coli. Je proto nezbytné obcdas namatkové kontrolovat
oSetfovatele, jak prostfedky fedi a jakym zplsobem je pouZivaji a pravidelné je vtomto sméru
proSkolovat. Mnoho chovatel( také nevi, Ze je tfeba provaddét pravidelné i takzvanou rotaci
(obménu) pouzivanych prostiedk(, abychom zabranili pfipadnému vzniku rezistenci mikrobu.
Dobrym zvykem je obménovat tyto prostfedky jedenkrat za dva mésice. Nestaci vSak zménit
jen vyrobce a nazev prostiedku, je tfeba zménit predevsim ucinnou latku. Po dalSich dvou
mésicich je moZzné se vratit zpatky k plvodnimu dipu a v rotaci nasledné pokracovat za dalsi
dva mésice. Podrobné jsou kontroly ucinnosti biocidl realizovany prostfednictvim metodik
uvedenych v kapitolach 6.1. a 6.2.

Pokud se v chovu zvySuje nebo stagnuje pocet infekénich mastitid, je tfeba provést odbér
vzorkd mléka, ty je potifeba nechat vysetfit akreditovanou laboratofi a nechat stanovit i
citlivost k antimikrobnim latkdm a provést komplexni Setfeni v chovu ve spolupraci
s veterindrnim lékafem. Jednou ze soucdsti Setfeni by mohlo byt praveé i laboratorni vysetreni
ucinnosti pouzivaného dezinfekéniho prostfedku, nicméné je potieba se predem domluvit
s laboratofi, zda je schopna takovou analyzu provést, kolik vzork(i je mozné najednou
zpracovat a domluvit se pfedem i na cené vySetfeni. To je také jednim z divod(, proc
¢tenarlim predkladame tuto publikaci a jeji laboratorni ¢ast, kterd je ndvodem nejen pro ty,
kteti budou provadét odbéry vzorkl, nybrz i pro participujici laboratore. Laboratorni vysetieni
ucinnosti je dobré kromé referencnich kmen( provést také na kmenech, které byly nej¢astéji
izolovany v chovu samotném, abychom se presvédcili, zda nedoslo ke vzniku stajové
rezistence. Mnozi chovatelé se nds obcas dotazuji, zda mohou vzorky k vysSetfeni odebirat
sami. Samoziejmé, Ze to moziné je, ale je nezbytné absolvovat proskoleni a znat pravidla
asepse, tedy sterilniho odbéru a baleni vzorkl, dale pravidel popisovani vzork(, jejich
transportu a také spravného vyplnéni zadanek. Vétsinou vsak vzorky odebiraji veterinarni
Iékari, ktefi jsou pro tuto Cinnost vzdélani a ktefi mohou navrhnout i efektivni feSeni daného
problému. Formulare zadanek (objedndvek) laboratorniho vysetreni lze u kazdé slusné
laboratore najit na jejich internetovych strankach, pfipadné na strankach SVS Praha (viz
Objednavka laboratorniho vySetien - vzor 1 nebo 2) (SVS Praha, 2024).
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6.3.3. Mikrobiologicka kontrola prostredi staje a dojirny

Kontrola prostredi staji a dojirny se provadi spiSe jen v pfipadech pretrvavajicich problému
s kontagiéznimi (nakaZlivymi) mastitidami, nebo v pfipadé neimérného naristu mastitid
neznamého plvodu a to s pomoci otiskl ¢i stér(l. Patrat po pfitomnosti plvodc(i mastitid tak
mUlzZeme i zde, nevyjimaje dojici zafizeni. Lze provadét i porovnani poctl mikroorganizmu pred
a po provedené dezinfekci a vysledky porovnavat. Metodiky jsou uvedeny v kapitole 6.2.3.1 -
6.2.3.4. MoZné je provést i smyv z pouzivanych latkovych utérek nebo mycich hub. Je obecné
znamo, Ze ty jsou témér vidy bohatym zdrojem nejrlznéjsich mikroorganizmi. Takovéto
materialy lze pfipravit nebo ¢aste¢né zpracovat pfimo na misté odbéru za podminek asepse.
Material se vloZi do sterilni nddoby a zalije se pfesnym mnozstvim fyziologického roztoku nebo
pufrované peptonové vody podle toho, jaka vySetieni chceme provést. Materidl musi byt zcela
ponoren v tekutiné. Nadobu uzavieme vickem, dikladné promichdame sterilnim nastrojem
(napf. Spachtli, kovovou nebo plastovou ty¢inkou atd. a nechame stat pfi pokojové teploté asi
10 minut. Po této dobé materiadl z nddoby vyjmeme sterilni pinzetou a pfed jeho vytazenim
z néj vytlacime co nejvice tekutiny. Vyluh pak odeSleme do laboratofe pfi transportni teploté
+4°C. VysSetreni se provede kvalitativnim nebo kvantitativnim zplsobem v souladu s kapitolou
6.2.3.1. Vyluh v tlumivé peptonové vodé pouzivame jen v pfipadé detekce salmonel. Suspenze
je diikladné promichdana a inkubovana pfi 37 + 1°C po dobu 18 + 2 hod. Nasledné se provede
selektivni pomnoZeni na semisolidni agar dle Rappaport - Vassiliadise (MSRV) po dobu 24 + 3
hod pfi 41,5 £ 1°C. Pipetou se pak odebere 0,1 ml inkubované PPV u stény vzorkovnice
z povrchové vrstvy tekutiny a naockuji se 3 jednotlivé kapky na povrch plotny (@ 140 mm),
nebo po 1 kapce na 2 plotny (@ 90 — 100 mm). Plotny s MSRV se inkubuji vickem nahoru.
Pozitivni narlst se projevi zénou rdstu a zdkalem pudy s jasnym okrajem. V pfipadé, zZe je
MSRV po 24 + 3 hodinach negativni, prodluZzuje se inkubace o dalSich 24 + 3 hodiny a teprve
pak se prikroci k vyockovani na pevné pldy z okraje zakalu na MSRV na XLD a 1 dalsi selektivni
pldu dle vlastniho vybéru. Pady musi byt predehraty na pokojovou teplotu a musi mit zavadly
povrch. Z okraje ristové zény na MSRV se odebere klickou (obj. 10 pl) z hloubky agaru material
a naockuje se obvyklym zplsobem na povrch obou selektivnich pid. Pokud neni patrna zéna,
odebere se material pfimo z inokulovaného bodu. Agarové selektivni pldy se inkubuji pfi 37
1+ 1°C po dobu 24 + 3 hodiny. Pozor na kolonie atypické (laktézopozitivni, bez sirovodiku, nebo
v R-fazi rastu!). Diagnostika rodu, druhu a serovaru probihd molekularné (MALDI-TOF, PCR),
biochemicky testy pro Enterobacteriaceae a sérologicky s pomoci O a H sér. Vysledky kultivaci
mohou byt vyjadieny kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen) nebo
semikvantitativné na jeden az ¢tyfi kfizky podle intenzity narUstu (kritéria hodnoceni ukazuje
opét Tabulka 2).

Je obecné znamo, Ze mnozi z plivodcl onemocnéni maji schopnost tvofrit takzvany biofilm a
udrzovat svou populaci ve stdji i v extrémnich podminkach a dokonce i pfi pouzivani velmi
ucinnych dezinfekénich prostredkid zahratych na teplotu 60 - 80°C. Zvlastni soucasti kontroly
kvality prostfedi chovu by mélo patfit také pribéziné vysetfovani drobnych domacich i volné
Zijicich hlodavcud na pastvinach. Tito drobni hlodavci mohou byt rezervodry a prenaseci
nejriiznéjSich onemocnéni, jako jsou salmoneléza, leptospirdza, jersinidza a dalsich. V chovech
na uzemi CR byvaji ¢asto detekovany predeviim protilatky proti riznym sérovardim leptospir.
U pastevniho skotu bychom radi pfipomnéli, Ze volné Zzijici hlodavci byvaji také hostiteli a
pfenaseci zoonotickych nakaz (pfenosnych ze zvifat na ¢lovéka), jako jsou bruceléza nebo
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tularémie. Z vlastni zkusenosti mizeme uvést pripad chovatele z jizni Moravy, ktery si v dobé
kalamitniho vyskytu hrabose polniho (Microtus arvalis) nechal z vlastni iniciativy vysettit 10
odchycenych hlodavc z pastvin, kde choval pastevni skot a u Sesti z téchto hlodavci byla
zachycena z organU Brucella suis (prevalence 60%), ktera je snadno pfenosnad i na ¢lovéka.

6.3.4. Mikrobiologicka vySetreni telat se zdravotnimi problémy

Vysetreni telat a mladého skotu vychazeji z nejcastéjSich onemocnéni téchto kategorii zvirat.
Onemocnéni byvaji lokalizovana nejcastéji v respiracnim (dychacim) apardtu a v travicim
traktu. Vysetreni respiraéniho traktu je zalozeno na klinickém vySetieni zvifete a odbéru
vzorkd klaboratornimu vysetreni. K laboratornim analyzam se odebiraji napfiklad vytéry
z dutiny nosni, nosohltanu, sputum nebo bronchioalveoldrni lavaze (BAL). Z nej¢astéjsich
pGvodcl respiracnich onemocnéni telat a mladého skotu Ize jmenovat predevsim Pasteurella
multocida, Hitophilus somni, Mycoplasma spp., pfipadné rzné druhy virl. Pfi onemocnéni
traviciho traktu se po klinickém vySetreni a posouzeni anamnestickych dat nejcastéji za ucelem
laboratorni diagnostiky odebiraji rektdlni vytéry nebo Cerstvy trus a vySetteni je zamérovano
nejcastéji na Salmonella spp., patogenni kmeny E. coli, Yersinia spp., Clostridium spp. pfipadné
viry nebo parazity. V pfipadé anaerobnich infekci zplsobenych napfiklad Clostridium spp. je
indikovano anaerobni vysetfeni vytér( z konecniku nebo lépe trusu. Vysetfeni je dobré
provést kvantitativnim zptlsobem a urcit i pocet klostridii v 1 g materialu. I1zolované plvodce
je treba i specifikovat napfriklad molekularné biologickymi metodami. Z nasich zkusenosti
vyplyva, Ze vyssi pocet CFU plvodce nez 1000 na 1 g trusu a pfitomnost faktor( virulence mize
byt indikaci k antimikrobni [é¢bé. Z parazitll byvaji ¢asto diagnostikovana kryptosporidia,
giardie nebo kokcidie. Vyse uvedena vysetieni a odbér materidlt by mél provadét veterinarni
IékaF, ktery vsouladu sanamnézou a klinickym obrazem presné specifikuje zaméreni a
metodu laboratorniho vysSetfeni. Preventivni vySetfeni se provadéji nejspiSe v obdobi
nepfiznivé epizootologické situace nebo pred transportem.

vsve

zpUsobem krmeni. Pfipomenme, Ze napajeni novorozenych telat mlékem by mélo probihat asi
kazdé 2 hodiny. Pokud jsou zvifata napajena méné casto, mlze se stat, Zze dojde nasledné
k takzvanému ,,prepiti“ a velké mnozstvi prijatého mléka najednou se ve slezu proméni ve
velkou srazeninu, kterd zabrani pasazi Zaludeéniho obsahu dale travicim traktem. Obsah
Zaludku pak rychle podléha mikrobialnimu rozkladu a nasledné dochazi k septikémii a toxémii
zvitete (tedy samootravé), které konci uhynem. Telata, kterym se podafi prezit, mivaji pak
mnohdy problémy s imunitnim systémem, obzvlasté pokud k nespravnému krmeni dochazi
v prvnich 14 dnech po narozeni. Podobny problém muze byt vyvoldn i napajenim mlékem,
které ma nizkou teplotu. Obzvlasté pro dobu dovolenych a svatk(, kdy si oSetfovatelé snazi
usetfit ¢as pro sebe, jsou tyto problémy typické. Je proto velmi zZadouci provadét namatkové
kontroly oSetfovatell a rovnéz pravidelna Skoleni na toto téma.

6.3.5. Mikrobiologicka diagnostika problému s pohybovym aparatem

Tato onemocnéni se mohou objevit v chovech, kde se neprovadi udrzba pazneht(, nebo tam,
kde je provadéna chybné. DalSim rizikovym faktorem je vlhké prostredi, vihka hluboka
podestylka, zamokiené pastviny a pfitomnost velkého mnoZstvi anaerobnich plvodcl v
prostfedi. V soucCasnych chovech byva nicméné tento problém méné vyznamny.
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Z onemocnéni lze jmenovat zanéty paznehtni Skary a kGZe v meziprsti, méné casto jsou to
zanéty kloubl a Slach vdistalni c¢asti koncetin. Pri¢inou byvaji nejcastéji anaerobni
mikroorganizmy z rodu Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Dichelobacter spp., Clostridium
spp. nebo Staphylococcus aureus ssp. anaerobius Z aerobnich mikroorganizmu se setkavame
nejcastéji se Staphylococcus aureus nebo hemolytickymi streptokoky. Po klinickém vysetfreni
a zjisténi anamnestickych udaji by mél veterindrni lékar provést dikladné ocisténi a dezinfekci
povrchu patologicky zménéného mista, snést €asti rohové stény nad patologickou lézi a
odebrat z hloubky této Iéze stér tamponem, ktery je tfeba umistit do transportni plidy (napft.
systém Transbak - viz Obrdzek 11). K anaerobnimu vysettfeni je tfeba vzorek dorucit do
laboratore nejlépe v prabéhu 2 hodin po odbéru a ihned je zpracovat, protoZe anaerobni
nesporulujici mikroorganizmy jsou velmi citlivé na pfitomnost kysliku a zmény pH.

6.3.6. Metabolické testy v pfipadé zdravotnich problému

Metabolické testy jsou indikovany v pripadé vyssiho vyskytu aseptickych mastitid, pfi poklesu
dojivosti nebo plodnosti zvifat a je tfeba je zaméfit na diagnostiku aciddz, alkaldoz a ketdz.
Pfestoze je wvyskyt téchto onemocnéni dnes minimalizovan UGzkostlivou kontrolou a
vyvazovanim krmné davky, mohou se tyto poruchy v nékterych chovech vyskytnout. Odbér
materidlu by mél provadét veterinarni lékaf a pro biochemickou laboratof by mély byt
odebrany bachorovd tekutina, krev a moc¢ nejméné z5 - 10 kush problémovych zvifat.
Laboratof by méla vysetfit pH bachorové tekutiny, krve i moci, dale stanovit v krvi ukazatele
jako jsou napfiklad parcialni tlak O3, parcidlni tlak CO,, standardni bikarbonat, base excess,
ketony, glukdza, jaterni enzymy a také nékteré chemické prvky (Ca, P, Na, K), z moci pak navic
takzvany &isty acidobazicky vylucek (CABV), pfitomnost ketond, pripadné dalsi ukazatele, jako
jsou prvky (Ca, P, Na, K). V praxi jsme se v devadesatych letech setkali i chronickymi otravami
mykotoxiny, které indukovaly vznik aseptickych mastitid nebo mastitid vyvolanych
environmentalnimi plvodci.

7. Vypocty hodnot (povrchy a mlécna zlaza)
7.1. Vypocty hodnot ziskanych pfi testech povrchia prostor, zafizeni a mlécné zlazy

PFi vypoctu CFU bereme v Uvahu dva pary Citatelnych hodnot ze dvou po sobé jdoucich redéni.
Za Citatelné hodnoty bereme pocty kolonii od 1 do 300 na jedné plotné. Hodnotu z nizsiho
fedéni dosadime do vzorce:

N1+N2Z

-

N(CFUv1ml)= xD
pricemzZ N je skuteény pocet CFU v 1 ml fedidla, do kterého byl proveden smyv nebo vytfepan
stér z daného materialu/plochy. N1 je pocet CFU z prvni plotny a N2 z druhé paralelni plotny
niziho fedéni, kde byl pocet kolonii ¢itatelny < 300 CFU. D je fedéni (10°, 10%.... 10°).

Stejnym postupem vypocteme hodnotu z vyssiho redéni. Obé vysledné hodnoty N z obou
fedéni secteme, vydélime 2 a dekadicky logaritmujeme (napt. funkci LOG v Excelu).
Porovndme hodnoty pted dezinfekci a po dezinfekci. U in vitro experimentli porovname
hodnoty bez aplikace biocidu a po aplikaci. Pokud ma byt ucinek biocidu pfijatelny, musi byt
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rozdil pfed a po dezinfekci 4 — 5 dekadickych logaritmd, tedy 4 — 5 Ig (viz platné normy CSN EN
a predchozi text).

7.1.1. Priklad vypoctu (povrchy a mléc¢na Zlaza)

V nultém fedéni bylo napocitano vice nez 300 CFU, prvnim fedéni bylo taktéZ napocitano vice
nez 300 CFU, ve druhém fedéni bylo na jedné plotné napocitano 120 CFU, na druhé ve stejném
fedéni 140 CFU.

) 120 + 140
N{(CFUv1ml = — % 100

N je tedy 13000 CFU/1 ml pro fedéni 102.
Ve 3. fedéni bylo na prvni plotné napocitano 11 CFU a na druhé paralelni plotné 15 CFU.

i 11 + 15
N(CFUv1ml) =

x 1000
N je tedy opét 13000 CFU v 1 ml v fedéni 103.

Primérné hodnoty v obou fedénich secteme a vydélime 2. Vysledek je 13000. Toto Cislo
logaritmujeme dekadickym logaritmem a zaznamename do tabulky.

7.2. Vypocty hodnot ziskanych pfi testech nasadovych vajec
7.2.1. Vysvétlivky a priklad vypoctu kontaminace

A) Zkaidého vzorku (tj. napf. ze skorfdpky z vejce €. 1) byly udélany 2 fedici fady a to
predevsim z divodu kontroly a replikace vysledkl. Takto ,zdvojeny” byly vSechny vzorky.
Prvni opakovani u daného vzorku je tedy ve vzorci interpretovano jako N1 a druhé jako N2.

B) Vzorecv podobé rovnice:

N1+ N2
—.D

KT] (CFU vejce) = >

C) Stupen Fedéni D ve vzorci mdZeme uvést ¢islem, napf. 10 jako 10, 10%jako 100 atd.

D) Vysledek se logaritmuje pomoci dekadického logaritmu. K vypoctu byva vyuzita funkce
LOG v Excelu.

E) Hodnoty jsou uvedeny na celou skofapku — vejce byla omyvana v roztoku v plastovém
sacku, ze kterého byla nasledné vyhotovena fedici fada (viz metodika v ¢lanku). Pro stanoveni
mikrobialni kontaminace podskorapecnych blan byly blany z vajec odstranény pomoci sterilni
pinzety a vloZzeny do roztoku. Nasledny postup byl stejny jako u skorapky. Pro stanoveni
mikrobialni kontaminace bilku byl vyuzit vnéjsi ridky bilek, ktery byl odebran pomoci injekéni
stfikacky (odebrano bylo vidy 5 ml). Aby byly vysledky co nepfesnéjsi, do studie byla vybrana
pouze vejce z hmotnosti kategorie M.
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F) Pokud je na Petriho misce vétsi pocet kolonii nez 100 CFU, vysledek je zaznamenan do
tabulky jako ,,n“ (viz Tabulka 7).

Skorapka
E. coli Enterokoky CPM
o ﬁ Redéni Redéni Redéni
+- >0
§ % 100 [102 [100 [10° [10' [102 [102 [10® [10* [10°
>

N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2
N1
N2

Pocty
kolonii

2 n n 24 | 23 | 3 1 2 2 0 0 0 0 n n 29 | 23 | 3 6 0 2

Tabulka 7: Priklad prdce s vypoctenymi hodnotami pfi méreni kontaminace vajec (upraveno
dle Kraus et al. 2021).

7.2.2. Pro stanoveni mikrobidlni kontaminace u prvniho vejce pro EC tedy budeme
postupovat nasledovné:

A) Redéni 1 (10') ndm vychazi obé Petriho misky pres 100, tudiz mame hodnotu ,n“ takZe ji
nepouzijeme.

B) U fedéni 2 (10%) uz hodnoty mame — za N1 dosadime 42, za N2 dosadime 60 a dle vzorce
by ndm mélo vyjit 510 000.

C) U fedéni3(103) za N1 dosadime 5 a za N2 dosadime 14 a mélo by vyjit 950 000.
D) Ziskané hodnoty se¢teme 510 000 + 950 000 = 1 460 000.

E) Celkovou hodnotu vydélime 2 a to z dlivodu, Ze jsme stanovovali 2 fedéni (prvni fedéni
jsme nepocitali, protoze mame v tabulce hodnoty ,n“, ale pokud by misto ,,n“ byly Ciselné
hodnoty, napr. 99 a 95, tak je pocitame jako u fedéni 2 a 3 a nasledné bychom v tomto kroku
nedélili 2 ale 3. Jednoduse, stanovujeme primér. Tim padem se v tomto pripadé dostavame
na hodnotu 730 000 (1 460 000 : 2).

F) Jako posledni krok tedy zadame dekadicky logaritmus (pomoci funkce LOG v Excelu)
vysledku LOG 730000 =5,86332, coz je tedy nasSe findlni hodnota pro prvni vejce, pro
kontaminaci skorapky EC.

7.2.3. Statistické vyhodnoceni vysledku

Pocty mikroorganismU z jednotlivych material( z vajec z podestylky a z vajec z hnizd jsou
zaznamendvany pribéiné do tabulek a statisticky jsou porovnany hodnoty pro materidly
zvajec zpodestylky a zhnizd a spomoci vypocltli je vytvofen zdavér, zda se pocty
mikroorganism(l statisticky prikazné v obou skupindch materidld [iSi. Podobné jsou
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porovnany nalezy z kadaverd rodicl, podestylky, stérl z prostredi, stér( z hnizd, aby bylo
mozné udélat syntézu informaci a vysledovat souvislosti. Porovnaji se dale hodnoty uniformity
a klinicky stav kurat nalihnutych z vajec z podestylky a z hnizd, pokud to je mozné a chov je
nasledné pravidelné pozorovan. Zaznamendavany jsou jakékoliv zdravotni problémy a pfipadné
aplikace rliznych latek, jako jsou vitaminy, mineraly, okyselovadla a predevsim antimikrobika
véetné antikokcidik, ktera mohou mit také antibakteridlni Gcinky. Je vhodné s pomoci
genotypizace popsat u jednotlivych druhl (rodd nebo skupin) mikroorganismd mechanismy
rezistenci, resp. geny pro né. Pokud to jde, mély by byt popsany vSechny faktory s moznou
interferenci a ovlivnénim pokusu, naptiklad charakteristika chovu, typy podestylky, stafi hejna
nosnic, plemeno nosnic, celkové charakteristika farmy i stran pouZivanych dezinfekénich
prostredkd, kvalita napajeci vody (fekdlni znecisténi!).

8. Zaveér

Nase publikace byla plvodné uréena chovateldm mlécného skotu a drlibeze a laboratofim,
které poskytuji témto chovim servis za ucelem kontroly hygieny dojeni a zoohygieny.
V prabéhu jejiho zpracovani se vsak ukazalo, Zze by mohla stejné dobre poslouzit i jinym
zemédélskym provozlim, chovatelm ovci, koz, koni, prasat, zvifat v zajmovych chovech,
vyrobclm potravin a nékterym primyslovym provozim ke stejnému ucelu. Domnivame se, Ze
by stejné dobfe mohla poslouzit i stfednim odbornym Skoldm, univerzitdm a védeckym
pracovistim a dokonce i humannim laboratofim, nemocnicim a dalSim subjektim.

Prvni ¢ast této prace zabyvajici se testovanim mikrobiologické zatéze prostor podnik(
produkujicich nasadovd vejce a kurata nastinila uceleny systém hygienické kontroly téchto
zafizeni. Zddnd predchozi publikace takovéto informace doposud neposkytla. Jak jiz bylo
feceno, nizka kvalita nasadovych vajec a nasledné i kufat je hlavni pfi¢inou zdravotnich
problému a naslednych ztrat v driibezarské praxi.

V druhé casti prace se nam podafrilo zjednodusit nékteré metody testovani mikrobiologické
zatéze povrchd stanovené CSN EN normami a vytvofit i své vlastni metodické postupy
naptiklad pro testovani mékkych poréznich povrchi. V ramci naseho projektu zabyvajiciho se
hygienou mlééné Zlazy se nam v testech ucinnosti dezinfekénich latek pouZzivanych na
dezinfekci vemene v pribéhu dojeni (mamarnich biocidd, dipl) dobfe osvédcila dilu¢ni
plotnovd metoda MIC, zatimco publikované mikrodiluéni metody stanoveni MIC a diskova
difuzni metoda se ukazaly jako problematické.

Domnivame se, Ze dusledné dodrzovani pravidel zoohygieny a hygieny dojeni i zoohygieny ve
vSech chovech zvifat mize udrzet v dobré kondici jejich imunitni systém, Gcinné snizit vyskyt
onemocnéni a nasledné snizit mnozstvi aplikovanych antimikrobnich terapeutik. To se
nasledné mulze odrazit i na ekonomickych usporach, zvyseni konkurenceschopnosti
zemédélskych podnikl a v neposledni fadé i na zdravi lidské populace a ekosystému. Vérime,
Ze naSe publikace by mohla v nékterych ohledech pfispét také k ukonceni staleti trvajici ,valky
se Zemi“ (Smajs a Herafilm, 2023).

V souvislosti s u¢innymi l[atkami obsazenymi v dezinfekénich prostfedcich chceme apelovat na
védeckd pracovisté a spolecnosti, ktera se zabyvaji antimikrobnimi latkami a vznikem
mikrobialnich rezistenci vuci nim, aby se pokusila stanovit a verejné publikovat oficidlni
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referencéni hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci a/nebo inhibi¢nich zén téchto latek
podobné, jako je tomu v pfipadé antibiotik. Na jejich zdkladé by bylo mozné porovnavat Udaje
a predikovat, kdy a v jakych koncentracich budou tyto latky jesté uc¢inné a kdy ne. Pak by bylo
mozné také porovndvat zjisténé hodnoty, identifikovat rezistentni kmeny mikroorganizmu,
definovat genomicky podklad téchto rezistenci, zabyvat se mechanizmy jejich vzniku a Sifeni
a také zkoumat souvislosti mezi antimikrobni rezistenci a rezistenci vici dezinfekénim

prostredkim.
9. Prilohy

SloZeni pracovnich roztoku a ptid:

A) Sterilni univerzalni inaktivacni roztok (neutralizacni roztok):

lecitin (sojovy, nejCistsi)
polysorbat 80 (Tween 80)
thiosiran sodny

L-histidin

fosfatovy pufr pH 7,2 £ 0,2
destilovand voda

Po dobu 20 minut autoklavovat pfi 121°C!

B) Inaktivacni roztoky pro jednotlivé dezinfekéni latky:

a) chlor uvolnujici latky
b) oxidujici latky
c) organické Zn latky

d) aldehydy
e) tézké kovy org. nebo anorg. vdzané

f) fenol a jeho derivaty
g) KAS a amfotenzidy
h) chlorhexidin

C) Zredovaci (fedici) roztok:

trypton, pankreaticky hydrolyzat kaseinu
Nacl

Destilovana voda

38

30 ml

58

1g

10 ml

ad 1000 ml

0,5 % thiosiran sodny
0,7 % thiosiran sodny
3,0 % tween 80

3,0 % lecitin

0,1 % cysteinu

0,1 % I-histidinu

3,0 % tween 80

0,1 % cysteinu

1,0 % tween 80

3,0 % tween 80

0,3 % lecitin

lg
85¢g
ad 1000 ml

Sterilizuje se v autoklavu pfi 121°C po dobu 20 minut, pH po sterilizaci musi byt na hodnotach

7,2+0,2.

D) Roztok pro imitaci nizkého organického znecisténi povrchi v humanni sfére (interferencni

roztok):
bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii

38
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zfedovaci nebo fyziologicky roztok 1000 ml

Sterilizuje se membranovou filtraci. Koneénd koncentrace albuminu v testovaci smési musi byt
0,3 g/lI.

E) Roztok pro imitaci nizSiho organického znecisténi ve veterindrni sféfe v testovani pfipravk
urcéenych k dezinfekci povrchi a strukl pred dojenim (interferencni roztok):

bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii 30g

zfedovaci nebo fyziologicky roztok 1000 ml

Sterilizuje se membranovou filtraci. Kone¢nd koncentrace albuminu v testovaci smési musi byt
3g/l.

F) Roztok pro imitaci vy$siho organického znecisténi povrch v humanni sfére (interferencni
roztok):

bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii 30g

ztfedovaci nebo fyziologicky roztok 970 ml

Sterilizuje se membranovou filtraci. Kone¢na koncentrace albuminu v testovaci smési musi byt
0,3 g/l. Pak se pridda 30 ml sterilnich ovcich erytrocytl. Konecna koncentrace albuminu
v testovaci smési musi byt 3 g/l a erytrocyt 3 ml/I.

G) Roztok pro imitaci organického zneciSténi ve veterindrni sféfe pfi testovani pripravku
k dezinfekci struk( po dojeni (interferencni roztok) :

suSené mléko bez antimikrobik a pfisad 100 g

destilovana voda 1000 ml

Sterilizuje se 5 minut v autokldvu pfi 121°C. Konec¢nd koncentrace mlééného pudru v testovaci
smési musi byt 10 g/I.

H) Roztok pro imitaci vyssiho organického znecisténi povrchi ve veterindrni sfére
(interferencni roztok):

kvasni¢ny extrakt 50¢g

destilovand voda 150 ml

Ingredience promisime ve volumetrické lahvi a po opadnuti pény doplnime destilovanou vodu
po znacku na lahvi. Autoklavujeme 15 minut pfi 121°C. Po vychladnuti na 20°C odebereme 25
ml této suspenze do volumetrické lahve o objemu 50 ml, pfiddme 10 ml destilované vody a
pfidame 5 g bovinniho albuminu frakce V, promichdme a pockdme, az spadne péna. Pfidame
destilovanou vodu po znacku na lahvi. Sterilizujeme membranovou filtraci. Koneéna
koncentrace kvasni¢ného extraktu a albuminu v testovaci smési musi byt po 10 g/I.

I) Roztok pro imitaci organického znecisténi poréznich povrchl ve veterinarni sfére
(interferenéni roztok):

bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii 0,6g

sterilni destilovana voda 90 ml
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Vse rozpustime ve volumetrické lahvi o objemu 100 ml a po rozpusténi dolijeme po znacku
100 ml destilovanou sterilni vodou. Sterilizujeme membranovou filtraci. Finalni koncentrace
albuminu v testech by méla byt 3 g/I.

J) Trypton sojovy bujén (TSB):
je dodavan vyrobci pad ve zkumavkach nebo lahvi¢kach

trypton, pankreaticky hydrolyzat kaseinu 17 g
sojovy pepton, papainovy hydrolyzat sojové moucky 3g

NacCl 5g
Hydrogen fosforecnan draselny 2,5¢g
Glukéza 2,5¢g
destilovand voda ad 1000 ml

Sterilizujeme v autokldvu 15 minut pfi 121 °C. Vysledné pH pfi 20°C by mélo byt 7,3 + 0,2.
Michame se stejnym mnoZstvim neutraliza¢niho roztoku.

K) Trypton sojovy agar (TSA):
je dodavan vyrobci mikrobiologickych ptd na plotnach

trypton, pankreaticky hydrolyzat kaseinu 15¢g
sojovy pepton, papainovy hydrolyzat sojové moucky 5g

NacCl 5g

agar 15¢g
destilovana voda ad 1000 ml

Sterilizuje se v autoklavu pfi 121°C po dobu 15 minut, vysledné pH musi byt 7,2 + 0,2.

L) Fyziologicky roztok s peptonem

pepton 1lg
NacCl 9g
Destilovana voda ad 1000 ml

Sterilizuje se v autoklavu pfi 121°C po dobu 20 minut, pH po sterilizaci musi byt na hodnotach
7,2+0,2.

M) Tvrdd voda

Roztok A:
MgCl, 19,84 ¢
CaCl, 46,24 g

Obé latky se rozpusti v mensim mnozstvi vody a doplni do 1000 ml a roztok se sterilizuje
membranovou filtraci nebo autoklavovanim. UzZiva se nejdéle 1 mésic, uchova se v chladnicce.

Roztok B:
NaHCO3 352¢
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Vse se rozpusti v mensim mnozstvi vody a dolije se do 1000 ml, sterilizuje se membranovou
filtraci. UZiva se nejdéle 1 tyden, uchova se v chladnicce.
Do 600 az 700 ml vody se pfida 6 ml roztoku A a 8 ml roztoku B a dolije se do 1000 ml vodou,
dobre se promicha. pH se upravi na 7,0 £ 0,2 s pomoci HCI nebo NaOH. Vznikne findIni tvrda

voda.

10. Seznam zkratek

APW Andrade Peptone Water

ATCC American Type Culture Collection

BAL Bronchioalveolarni lavaz

BPW Buffered Peptone Water

BVD Bovinni virova diarrhoea

°C Stupen Celsia

CAPM Collection of Animal Pathogenic Microorganisms pfi VUVL Brno
CC™M Czech Collection of Microorganisms pfi Masarykové univerzité Brno
CFU Colony Forming Units

CNCTC Czech National Collection of Type Cultures

CPM Celkovy pocet mikroorganizm(

CR Ceska republika

CSN Ceska statni norma

ENT Enterokoky

EC Escherichia coli

EN Evropska norma

EU Evropska unie

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GDPR General Data Protection Regulation

JDK Jednodenni kure

KAS Kvarterni amoniové slouceniny

KTJ Kolonie tvofici jednotka

i.e. Tedy

IKKS Infekéni keratokonjunktivitida skotu

In vitro V laboratornich podminkach

In vivo V terénnich podminkach

JDK Jednodenni kurata

I litr

LOG, Ig Dekadicky logaritmus

LMS s.r.o. LabMediaServis s.r.o. Jaromér, vyrobce mikrobiologickych pld
MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of  Flight
Spectrometry

MBC Minimum Bactericidal Concentration

Mass
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MHA Mueller-Hinton Agar

MIC Minimum Inhibitory Concentration

mg miligram

Mg mikrogram

ml mililitr

ul mikrolitr

MPKA Masopeptonovy krevni agar

MRD Maximum Recovery Diluent

MSRV Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis
napfr. Napfriklad

PCR Polymerase Chain Reaction

PCH Produkéni chov

pH Koncentrace vodikovych iont(, kyselost
PPV Pufrovana peptonova voda

RCH Rodicovsky chov

RK Referencni kmen

RLM Rapid’L .mono agar

TNM Total Number of Microorganisms (celkovy pocet mikroorganizm)
TSA Trypton séjovy agar

TSB Trypton séjovy bujén

sec sekunda, vterina

SOP Standardni operacni postup

UCH UzZitkovy chov

UV zareni Ultrafialové zareni

XLD Xylose Lysine Deoxycholate agar

Zn latky Organické slouéeniny zinku
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