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V soucasné dobé je nase zemédélstvi vystaveno silnym ekologic-
kym, ekonomickym a medicinskym tlakiim. Z ekologickych tlakd
Ize jmenovat snizovani vyuZziti umélych hnojiv, postrikd a dalsich
chemickych latek zejména v rostlinné vyrobé, které casto per-
zistuji v ptdé, pronikaji do spodnich vod a odtud cirkuluji skrze
zemédeélské produkty do potravniho retézce zvirat i ¢clovéka s na-
slednymi velmi negativnimi ekologickymi a zdravotnimi dopady.
Z medicinskych tlak( pak pfipomerime predevsim snahu snizo-
vat vyuziti antimikrobnich latek v Zivocisné vyrobé, které diky
propojeni environmentalniho (prostfedového), animalniho (zvi-
feciho) a humanniho (lidského) mikroekosystému, generuji vznik
odolnych kmend bakterii v téchto mikroekosystémech a zpUso-
buji nejen nardst obtizné lécitelnych infekei u rostlin, zvirat a lidi,
ale i pokles vykonnosti lidského i zviteciho imunitniho systému,
coz mUZze mit jiz v blizké budoucnosti fatalni nasledky. To se pak
promita i do ekonomiky zemédélské produkce a v kombinaci se
Spatnymi politickymi rozhodnutimi i neprizni klimatickych zmén
vSe nasledné vyustuje v nizsi konkurenceschopnost nasich ze-
médeélct na evropskych i svétovych trzich. Je tedy nutné hledat
nové cesty z této krize. Pomoci by mohla nova veterinarni lé-
Civa a latky k oSetreni zemédélskych plodin na biologické bazi
Setrné k prirodeé, jisté rezervy bychom jisté nasli i ve Slechténi,
vyZivé zvifat a zejména v zoohygiené. Kvalitni nastaveni pravidel
zoohygieny, vysoky stupen Cistoty ve stajich, dokonala hygiena
dojeni a produkce Cistych nasadovych vajec v pripadé dribeze,
to vSe muze prinést dle naseho nazoru slusny ekonomicky efekt
a zlepseni konkurenceschopnosti nasi zemédélské produkce.
Snad by nase prace mohla jistym zplsobem prispét i k ukoncéeni
takzvané ,vélky s nasi planetou Zem{“ (Smajs a Herafilm, 2023).
Kvalitu zoohygieny je viak nezbytné pravidelné kontrolovat a to
nas primélo v ramci reSeni naseho projektu k sepsani nasledujici
publikace. Tato publikace nabizi nejen zemédélctiim, ale i labora-
tofim navazanym na zemédélsko-priimyslovy komplex, postupy
testovani mikrobiologického zatizeni organickych i anorganic-
kych povrch(l a materiald véetné stajového zafizeni, klize zvitat,
predevsim povrchu struk(, nasadovych vajec drlibezZe a zafizeni
farem. Velmi dobre mohou byt niZze uvedené postupy vyuzity
také v humanni mediciné a hygiené.

Obecné Ize testovani Ucinku dezinfekénich pripravkd, tedy bio-
cidnich latek, provadét dvéma zpdsoby 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 Uvahu u terénnich metod in vivo. Tyto
metody jsou provadény v presné definovanych podminkach,
jako jsou teplota, vlhkost, svételny rezim, proudéni vzduchu, ex-
pozicni Casy a koncentrace ucinnych latek. Jsou presné defino-
vany také druhy testovanych mikroorganizm( (referencni nebo
terénni kmeny) a jejich koncentrace v roztocich a na testovacich
povrsich. Je presné definovan i charakter expozi¢nich ploch, je-
jich velikost, teplota, vlhkost, proudéni vzduchu, Cistota a cha-
rakter povrchu a v neposledni fadé i doba expozice. Na zakladé
téchto testl Ize vyvozovat velmi presné zavéry, které jsou statis-
ticky snadno hodnotitelné a porovnatelné.

Naopak u metod in vivo vstupuji do hry dalsi faktory, jakymi
jsou znecisténi, riznorodost osetfovanych povrchd, jejich pH,
kvalita prace oSetrovatelského personalu, existence ochranné-
ho kozniho filmu zvifat, sekvestrace (odlucovani) odumrelych
bunék epitelu kize a sliznic, dale tepelné a svételné podminky,
délka expozice a predevsim ne zcela presna definice mikroflory,
ktera byva sloZzena i z nékolika desitek rdznych druh( mikrobd
s rliznymi genotypovymi a fenotypovymi vlastnostmi (rezisten-
ce k antimikrobnim latkam a dezinfekénim pripravkim, schop-
nost tvofit spdry, pouzdra a/nebo biofilm). Nicméné i testovani
in vivo ma svou nezastupitelnou roli, protoze ukazuje, jak se
bude dezinfekéni Ucinek projevovat v redlnych podminkach da-
ného zemédeélského provozu. Vysledky testl in vitro a in vivo je
pak velmi Gcelné porovnavat a rozdily publikovat.

Nékteré postupy uvedené v této metodice vychazeji tema-
ticky, metodicky, materidlové i statisticky z postupl uve-
denych v €SN EN 1040, CSN EN 1656, CSN EN 13727+A2,
CSN EN 14349, CSN EN 16437+A1, déle ze standardnich ope-
rac¢nich postupd SOP 01/21 Mikrobiologické metody vysetfeni
klinickych, patologickych a environmentalnich materiald (Bzdil
2021), metodik Laboratorniho hodnoceni ucinnosti desinfekce
veterindrnich biocid( a biocid( pro zemédélské a potravinar-
ské provozy (Skaloud a Pokludova 2008) a dalsich dokumentd
a publikaci, nicméné nejsou s nimi identické. Jsou upraveny,
zjednoduSeny a prizpGsobeny specifikiim naseho projektu.
Pfesné postupy a validace metod je tieba vidy hledat v le-
galné ziskanych textech vyse uvedenych norem a publikaci!



Tato publikace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast se vénuje
problematice hygieny v produkci drlibeze, konkrétné metodam
testovani mikrobiologické zatéZze nasadovych vajec, kontrole
Ucinnosti dezinfekce jejich povrch(, dale kontrole mikrobialni-
ho zatiZzeni jednodennich kurat, jejich rodic a prostredi staji.
QOvérovani vztahd mezi kontaminaci vajec a zdravotnimi para-
metry z nich pochazejici populace kurat, jejich kontrola, porov-
navani vitality a zdravotniho stavu kurat z vajec z hnizd a z po-
destylky by mohly byt skvélym nastrojem zlepsovani kvality
populaci dribeZe a sekundarné i nastrojem snizovani spotreby
antibiotik v chovech dribeZe. Principy definované pro drlibe-
Zarskou praxi by pak mohly byt aplikovany i v chovech dalsich
hospodarskych zvirat.

Druhd cast publikace se vénuje metodam testovani dezin-
fekénich prostredkd v tekutych médiich, na pevnych plochach
poréznich i neporéznich in vitro, tedy v laboratornich podmin-
kach. Popisuje i ndmi vytvorenou novou vlastni metodiku tes-
tovani Ucinnosti dezinfekce mékkych poréznich materiald, jako
jsou textilie, netkané textilie, bavina, vina, polyuretan a dalsi
materialy, které byvaji v zemédélské praxi Casto pouzivany.
Dale popisuje a porovnava metody testovani antimikrobniho
ucinku dezinfekénich latek stanovenim minimalni inhibicni
koncentrace a s pomoci diskového difizniho testu a do tretice
popisuje metody kontroly mikrobidlniho zatiZzeni autentickych
povrch( staji i zvirfat a stanoveni Ucinnosti dezinfekénich latek
na téchto povrsich, tedy in vivo. Zde se podarilo popsat uskali,
se kterymi se testujici laborator mize setkat. Predevsim kon-
zistence dezinfekénich pripravk( konkrétné uréenych k toaleté
vemene muze zkreslovat vysledky testl. Jako problematické
se tak ukdzaly diskova difuzni metoda a mikrometoda stano-
veni minimalni inhibi¢ni/baktericidni koncentrace MIC/MBC.
Naopak, nejlepsich vysledk( bylo dosaZzeno v pripadé dilucni
plotnové metody stanoveni minimalni inhibi¢ni/baktericidni
koncentrace MIC/MBC. Obé ¢asti jsou obohaceny také praktic-
kymi zkuSenostmi z klinické i laboratorni praxe a radou obraz-
kd, tabulek a graf(.

Klicova slova: dezinfekce, biocid, povrch, Gcinnost, mlécna
Zlaza, dojeni, expozice, koncentrace, rezistence, statistika, bre-
ak point, ndsadova vejce, kure, stér, smyv, prostredi, humanni
medicina

This publication is divided into two parts. The first part focuses
on hygiene in poultry production, specifically methods for tes-
ting 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 chic-
ken population, their control, and comparing the vitality and he-
alth status of chickens from eggs laid in nests versus those from
litter, could be a valuable tool for improving the quality of pou-
ltry 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 compa-
res 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 monito-
ring 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 pit-
falls that a testing laboratory may encounter. In particular, the consi-
stency 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 proble-
matic. On the other hand, the best results were achieved with the
dilution plate method for determining the minimum inhibitory con-
centration (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, mamma-
ry gland, milking, exposition, concentration, resistance, stati-
stics, break point, hatching eggs, chicken, swab, lavage, envi-
ronment, human medicine



Na pocatku stru¢né pripomerime, Ze chovy drlibeze lIze rozdélit
z hlediska produkce na masné a nosné. Oba typy chov( pak
muzeme dale délit na reprodukéni, které zajistuji vyrobu na-
sadovych vajec pro chovy nizsich Urovni pomysiné chovatelské
pyramidy a tyto chovy maji dvé podurovné a to prarodic¢ovskou
a rodicovskou. Produkéni chovy pak slouZi, jak jiz z jejich nazvu
vyplyva, bud k produkci masné drlbeZe (brojlerd) nebo kon-
zumnich vajec.

Zlepsenikvality jednodennich kurat (JDK), ktera je zarukou dob-
rého zdravotniho stavu a prosperity chov( na vSech Urovnich,
je mimo jiné dlouhodobym zdmérem spolec¢nosti Ptacy s.r.o.,
zabyvajici se preventivni, diagnostickou a terapeutickou vete-
rindrni ¢innosti v chovech dribeZe na stfedni, severni Moravé
a ve Slezsku. V soucasné dobé diky legislativnim tlakim odpo-
védnych orgdnd Evropské unie (EU) nabyva tato myslenka na
celoevropské aktudlnosti. Nizka kvalita ndsadovych vajec a JDK
je zfejmé hlavnim dlvodem ztrat jak v rodicovskych hejnech,
tak v hejnech urcenych k produkci konzumnich vajec a dri-
beZziho masa. Kazdy chovatel se proto prirozené snazi zame-
zit nadmeérnym Uhyndm a brakaci ve svém chovu a na druhé
strané i masivnimu pouzivanim antimikrobidlnich latek, které
byly doposud nejjednodussim, nejrychlejSim a soucasné i tim
nejlevnéjsim resenim nesnazi, ovsem za cenu nardstu reziduf
antimikrobik v podestylce, prostredi, pidé, vodé a v neposled-
ni fadé i nardstu antimikrobnich rezistenci mikroorganizmi ve
sfére veterinarni, humanniiv ekosystému. To vyustuje ve zhor-
Seni Uspésnosti 1écby mikrobidlnich onemocnéni v populacich
zvirat i lidi. Na pocatku problému je ve vétsiné pripadl znecis-
téni nasadovych vajec Casto shiranych z podestylky, ktera jsou
nejvétsim zdrojem mikrobiologické kontaminace JDK. Jiz samo
nasadové vejce mlze byt poskozeno nezadouci mikroflérou.
Mikroorganizmy mohou snadno penetrovat drobnymi péry ve
skorapce a prechazet do vajecného obsahu, kde mlze v pra-
béhu lihnuti jejich pocet déle nardstat a v kone¢ném dusledku
zpUsobit bud odumrt plodu, zpomaleni jeho vyvoje, pfipadné
lihnuti kurat kolonizovanych nezddouci mikroflérou tvorenou
mimo jiné obligdtnimi patogeny (Salmonella Enteritidis, Sta-
phylococcus aureus a dalsimi) nebo patogeny podminénymi
— fakultativnimi (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium atd.). JDK tak prichazeji do odchov(

s velkou naloZi nezadoucich bakterii, coZz vede k vysokému vy-
skytu infekei pupku, Zloutkového véacku, septikémii a oslabe-
ni imunitni vykonnosti ptakd a zvySenym Uhynam. Lajdackym
a chamtivym pristupem nékterych producent ndsadovych va-
jec se tak problém prenasi na producenty masa a konzumnich
vajec, kterijej musi resit pravé pouzitim antimikrobialnich latek
se stale omezenéjsimi moznostmi. Zacarovany kruh se tak uza-
vira. Legislativné stanovena omezeni nebo zakazy pouziti anti-
biotik v chovech dribeze tak ekonomicky zasahnou predevsim
produkéni chovy, ackoli zoohygienické Ci vyzivové problémy
v nich uz jsou v soucasnosti viceméné vyreseny. Opatfeni by
tedy méla smérovat predevsim k produkénim stupntm, které
vykrmu predchazeji, predevsim lihnim a rodi¢ovskym chovim
(RCH). Hlavnim zdrojem kontaminace JDK byva obvykle pravé
rodicovsky chov. Bakterie pravidelné izolované ze Zloutkovych
vackd, vnitfnich organd a kostni drené JDK patfi k typickym
indikatorlm fekalni kontaminace: je to predevsim E. coli a na
druhém misté E. faecalis/E. faecium. Podstatné je i zjisténi, ze
mikrobiologickéd 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 ndsadovych vajec s nizkou bakteridlni kontaminaci lze
povazovat za dosazitelny.

Platné a v legislativé zakotvené normy pro produkci nasado-
vych vajec v CR v soucasnosti neexistuji. Podle spravné praxe
by se: a) vejce snesena na zemi nebo s viditelnym znecisté-
nim méla vyrazovat a pouze pfi nedostatku Cistych ndsadovych
vajec nasazovat v lihni oddélené od ostatnich, b) vejce by se
méla dezinfikovat do 4 hodin po sneseni, neZz dojde ke chlad-
nuti a smrstovani obsahu a tim nasavani povrchové mikrobiaini
kontaminace skordpkovymi pory. Ani jeden z vySe uvedenych
bodl vsak neni v soucasnosti dlsledné dodrZovan ani kont-
rolovan, praxe se zcela odviji jen od svédomitosti personalu.
Uspory a nechut lidi pracovat v driibeznictvi viak vede k ne-
dostatku fundovaného personalu, ktery by vyse uvedenou cin-
nost svédomité provadél a tak se opét pohybujeme opét v ja-
kémsi zacarovaném kruhu, ze kterého neni zdanlivé uniku. Také
vejce, ktera nejsou snesena na zemi, mohou byt znecisténa. Pri
dopravé se dotykaji dalSich vajec, kontaminuji se dopravnimi
pasy, které se Cisti sporadicky nebo vibec. Kvili stfidani smén
a nedostatku oSettfovatelek se vejce dezinfikuji pozdé, takze do



lihné uZ prichazeji s kontaminovanym obsahem. Lihnouci se
kurata uz v sobé maji vysokou bakteridlni ,ndloz“ a jsou zdro-
jem krizové kontaminace s ostatnimi kuraty v dolihni, pfi pre-

pravé a v produkéni hale.

Sestaveni seznamu moznych pripravkl a metod dezinfek-
ce vajec predstavuje velkou vyzvu, nebot USKVBL schvaluje
pouze pripravky, které prijdou do primého kontaktu se zvi-
fetem, zatimco ostatni biocidni pripravky podléhaji schva-
leni Ministerstvem zdravotnictvi CR. A7 dosud byla hlavni
metodou dezinfekce nasadovych vajec fumigace formalino-
vymi parami. Zakaz pouziti formalinu pro jeho mozné kan-
cerogenni a teratogenni Ucinky vyvoldva nutnost hledat jiné
metody jejich osetfeni. V Uvahu proto prichazeji rizné nové
prostfedky a metody od fyzikalnich, jako jsou UV zareni (pro-
blém s degradaci plastd, nedcinnost pfi hrubém znecisténi)
a studend plazma (technologie pouzivand v USA), pres dez-
infekci ozénem aZ po biologické prostredky, jako jsou napfi-
klad uzite¢né mikroorganizmy produkujici organické kyseliny,
bakteriociny a dalsi latky neantibiotického charakteru s bak-
teriostatickym nebo baktericidnim ucinkem. Krom toho je
nezbytné zlepsit a usnadnit komunikaci mezi jednotlivymi
stupni reprodukcéné-produkéni pyramidy s organy SVS, k Ce-
muz by bylo mozné vyuzit pocitacovy program, monitorujici
cely integrovany produkéni systém, takZze by byly dostupné
informace o tom, co se délo v kterékoli fazi od prarodicov-
skych chov( aZz po konecny produkt, véetné pouZzitych dez-
infekénich prostfedkd, laboratornich nalez( a na né vazané
aplikace antimikrobidlnich latek. Bohu Zel, komunikace mezi
jednotlivymi provozy a spravnimi organy je velice obtizna
a narazi na GDPR legislativu. Pokusy o jednotnou elektronic-
kou evidenci sice byly, ale zatim se prakticky nepodafrilo je
zavést, nicméné v budoucnu budou nezbytnosti. Co se vza-
jemné komunikace na Urovni terénu tyka, privatni veterinarni
|ékari a spolec¢nosti nemaji jinou moznost, neZ podavat pro-
ducentdm a chovatelim pouze doporuceni, nemohou vsak
nic narizovat, pokud nejde o nebezpecné ndkazy. Skutecnou
zménu muzZe zavést pouze ten, kdo ma ekonomickou vazbu
v produkénim retézci. Neni snadné presvédcit provozy RCH
a lihni, aby zavedly pomérné obtizné organizacni zmény, kdyz
jejich dusledky se projevi az ve fazi vykrmu.

Pomoci by mohly i nékteré propagacni strategie, jako jsou
anonymni porovnavani vysledkd nejhorsich a nejlepsich pro-
vozl, fotografie a videa, prezentace a odborné prednasky
nazorné ilustrujici konec¢né dusledky jednotlivych opatre-
ni a také zapojeni odbornikd z praxe do vyuky na stfednich
a vysokych skoldch zamérenych na zemédélstvi a veterinarni
medicinu. Také niZze uvedené metodiky testovani mikrobio-
logické zatéze nasadovych vajec by mohly prispét ke zlepsent
zdravotni a hygienické situace v chovech dribeze. Ovérova-
ni vztahd 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 zlepsSovani kvality populaci dri-
beze a sekundarné i nastrojem sniZovani latek antibiotického
charakteru v chovech dribeZe. Principy definované v dribe-
Zarské praxi by pak mohly byt aplikovany i v chovech dalsich
hospodarskych zvirat.

Z vyse uvedenych informaci bychom tedy mohli definovat,
v ¢em by mél spocivat systém kontroly jakosti v reprodukénich
i uzitkovych chovech dribeze:

e Kontrola kontaminace a ucinnosti dezinfekce nasadovych

vajec

¢ Kontrola kvality a kontaminace nalihlych kurat

¢ Monitoring mikrobiologické zatéze prostredi dribezarny

¢ Monitoring mikrobiologické zatéze prostredi lihni

Pred zapocetim monitoringu je tfeba definovat pocty farem, hal,
na kterych se odbéry budou provadét a jakd kvanta materidlu
budou chovatelé, pripadné lihné, schopni poskytnout. Na jed-
notlivych farmach je treba vytvorit zaznam o poctu vajec v hniz-
dech a v podestylce. Participanty je tfeba presvédcit, Ze tento
prizkum je tu pro né. K bakteriologickému vysetreni je v daném
chovu sesbirano s pouzitim sterilnich rukavic a Cistych prolozek
vzdy 10 nasadovych vajec snesenych do podestylky a 10 nésa-
dovych vajec snesenych tentyZz den dopoledne ve stejné hale
do snaskovych hnizd. Vhodné je odebrat namatkové i 10 vajec
primo z kazdé navazky z kazdé farmy primo v lihni. V ndvaznos-
ti na to je tfeba po nebo v pribéhu lihnuti spocitat i nedolihla
vejce a z kazdé navézky z dané farmy a odebrat jesté i nedo-
lihla vejce v poctu alespon 10 kusd. Je treba také predem pro-
jednat s laboratoremi, zda jsou schopny pozadovana vysSetreni
vibec provadét, jaké jsou jejich kapacity a kolik vzork( je moZzno
uskladnit do vySetreni, jaka u nich provést vysetreni a jaké kme-
ny mikroorganism je tfeba uchovavat pro potreby testaci. Vejce
jsou do doby transportu a v pribéhu transportu uchovana pri
teploté +4°C. Transport do laboratore by mél byt proveden do
48 hodin po odbéru. U vSech skupin vzorkd by mélo byt prove-
deno zvlast vysetreni skorapek a obsah( (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. Stejna mnoZstvi vajec
ze stejnych skupin a navéazek je tfeba mikrobiologicky testovat
stejnymi metodami také po provedené dezinfekci a po uplynu-
ti expozi¢ni doby stanovené vyrobcem nebo platnymi predpisy.
Pokud ty nejsou stanoveny, Ize pouzit postupy a Casy, které jsou
uvedeny v kapitole 6.1.2.2. Dostatecné ucinny biocid by mél sni-
Zovat pocty mikroorganizmt o 4 a vice dekadickych logaritm
pri pouziti simulace slabého organického znecisténi v porovnani
s kontrolou (misto biocidu pouZita sterilni voda).

Mikrobiologicka analyza je provadéna podle Krunt et al. (2021)
a Kraus et al. (2021) spocivajici v kultivaci materialu a kalkula-
c¢i poctu mikroorganisma ve formé jednotek tvoricich kolonie
(KTJ, CFU na 1 g nebo 1 ml materidlu nebo na celé vejce) ve
vySetfovaném materialu. Stanoven je celkovy pocet mikro-
organism( (CPM, TNM) pocet E. coli (EC), Enterococcus spp.
(ENT), které jsou nejvyznamnéjsimi indikatory fekdlniho zne-
¢isténi. Dle dohody Ize udélat i kultivace pro detekci dalSich
druhd nebo skupin mikroorganismd. K analyzam nesmi byt po-
uZita vejce od nosnic lé¢enych antimikrobiky a to do uplynuti
ochranné Ihity stanovené pro dané antimikrobikum a komo-
ditu vejce.



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

Stanoveni mikrobiologické kontaminace je provddéno z povr-
chu vajecnych skordpek ndsledujicim zplsobem. Kazdé vejce
je oddélené umisténo do sterilniho plastového sacku, napriklad
homogeniza¢niho, s 10 ml fyziologického roztoku obohaceného
peptonem — (9 g chloridu sodného, 1 g peptonu a 1000 ml des-
tilované vody Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). V pfipadé testo-
vani dezinfekéniho Ucinku je tfeba pouzit k oplachu neutralizaéni
roztok, ktery odstrani rezidua dezinfekcnich latek, kterd by moh-
la zamezit rdstu a déleni perzistujicich mikroorganizmd. Pldy je
mozno zakoupit hotové i u komeréniho vyrobce (napf. LMSs.r.o.,
Jaromét, CR). Véechna vejce jsou ddkladné oplachovana po
dobu 120 sekund. Pokud neni testovan ucinek biocidu, jsou vej-
ce po tomto Ukonu vyjmuta z plastovych sackd s fyziologickym
roztokem s peptonem, osusena sterilni gdzou nebo bunicinou
a vydezinfikovana alkoholem (éteralkoholem 1 : 1, ten se rychleji
odpafi a nezanechd rezidua, ktera by zkreslila vysledek). Poté je
vytvorena série Ffedéni pro kazdé vejce zvlast prenasenim 1 ml
roztoku mezi 5 prichystanymi zkumavkami s fyziologickym rozto-
kem s peptonem (sloZeni viz vyse) o objemu 10 ml (série fedéni
100, 107, 102, 102, 10* a 10°). Redéni 100 je pfipraveno pfimo
z obsahu plastového sacku po oplachu skorapky. Z kazdého re-
déni je preneseno sterilni pipetou na povrch agaru 0,1 —0,2 ml
tekutiny z kazdého fedéni nebo alternativné 1 ml tekutiny do
sterilni Petriho misky k ndslednému 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 ho-
din v pfipadé enterokok( a E. coli. V pfipadé stanoveni poctu
mikroorganizm (KTJ, CFU) je inkubace provedena opét aerobné
pfi 30°C po dobu 120 hodin. Denné je tfeba provadét kontrolu
agar(l pro pripad jejich prerdstani. Pro detekci E. coli je pouZit
Mac-ConkeyUv agar, Endlv agar, nebo dalsi alternativni agar, na
kterém lze bezpecné rozeznat kmeny E. coli. Pro kultivaci ente-
rokokl je moZno pozit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alterna-
tivni pldu, kterd spolehlivé indikuje rlst enterokokd. Celkové
pocty mikroorganizm( Ize posuzovat na Standard Plate Count
Agaru, pfipadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery de-
tekuje dalsi skupiny nebo rody a druhy mikroorganizmd, jako
jsou napriklad enterobakterie, pseudomonady (P aeruginosa),
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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 mikroorgani-
zmU. Nésledné je provedeno spocitani kolonii, pfepocteni KTJ
(CFU) na plvodni objem materidlu nebo na vejce a zdznam hod-
not do tabulek. Pocty kolonii byvaji prepocCteny na dekadické
logaritmy a ty jsou porovnavany. Konfirmace kmenU je prove-
dena bud’ biochemickymi testy (napf. Lachema a.s. Brno, API-
test Bio-Mérieux...) nebo molekuldrné biologickymi metodami
(MALDI-TOF, PCR...).

5.1.2. Bakteriologické vysetreni vajecnych obsahi

Stanoveni mikrobiologické kontaminace bilku (pfipadné Zloutku
nebo podskordpecnych blan je podrobeno stejnému postupu,
jako stanoveni kontaminace vajecnych skorapek. Pred rozklep-
nutim skordpky musf byt jeji povrch osusen od zbytkd oplacho-
vého 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, takZe nasledné vybaveni pod-
skofapecnych blan, resp. bilku a Zloutku je sterilni. VSechny ma-
terialy se daji opét do sterilniho sacku s 10 ml fyziologického roz-
toku s peptonem (viz vySe) a materidl se promichava s médiem
120 vtefin. Vyhodné je pouzit homogenizacnich sackd s mem-
brdnou a homogenizatoru (napf. Stomacher). Nasledné se te-
kutina nafedi fadou fedéni (100, 10, 102, 103, 10 a 10°) jako
v pFipadé skorapek. Redéni 100 je pfipraveno pfimo z primar-
niho obsahu plastového sacku po 120 vtefinovém promichani
s bilkem, Zloutkem nebo blanami. Z kazdého redéni je prenese-
no 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 rozetfeno po povrchu
agaru sterilni plastovou , hokejkou”. Inkubace je provedena po
zaschnuti inokula aerobné pfi 36°C — 37,5°C po dobu 48 ho-
din v pfipadé enterokokd a E. coli. V pfipadé stanoveni poctu
mikroorganizm (KTJ, CFU) je inkubace agaru provedena opét
aerobné pfi 30°C po dobu 120 hodin. Denné je tieba provadét
kontrolu agarl pro pfipad jejich prerlstani. 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 en-
terokokU je mozno pozit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alter-
nativni pddu, ktera spolehlivé indikuje rist enterokokd. Celkové
pocty mikroorganizm( Ize detekovat na Standard Plate Count
Agaru, pfipadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery
detekuje i hemolytické vlastnosti mikroorganismd. Nasledné je
provedeno spocitani kolonii a prepocteni KTJ na plvodni objem
materidlu nebo vejce. Pocty kolonii byvaji prepocteny na deka-
dické logaritmy a ty jsou porovnavany. Vysledky mohou byt také
vyjadreny kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen)
nebo semikvantitativné s pomoci jednoho az Ctyr k¥izkd. Konfir-
mace kmen0 je provedena bud biochemickymi testy (Lachema
a.s. Brno, API-test Bio-Mérieux...) nebo molekuldrné biologicky-
mi metodami (MALDI-TOF, PCR...). Tabulka 1 ukazuje orientacni
hodnoty mikrobidlni kontaminace jednotlivych struktur slepi¢ich
vajec ze snaskovych hnizd v zavislosti na délce a teploté sklado-
vani.



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

Skorapky
Délka skladovani (dny) | Teplota skladovani (°C) E. coli (log) Enterokoky (log) CPM (log)
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

Legenda: Kolonie tvorici jednotky byly manudliné spocitdny na Petriho miskdch, hodnoty dosazeny do vzorce a vyslednd hodnota
byla zlogaritmovdna. Viychdzeli jsme z ndsledujiciho vzorce: CFU = (N1 +N2) /2. D . K; kde N1 = pocet kolonii na 1. Petriho misce,
N2 = pocet kolonii na 2. Petriho misce, D — stuperi redéni (10°, 10%, 10°, 10°, 10 nebo 10°), K = koeficient 10 (pro CPM) nebo 100

(pro EC a ENT).

Ze stejné série nebo dodavky testujeme alespori 20 nasado-
vych vajec. Celkem 10 suchych vajec je oddélené umisténo do
sterilnich plastovych sackd, napriklad homogenizacnich 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 komercéniho
vyrobce (napt. LMS s.r.o., Jaromét, CR). Véechna vejce jsou da-
kladné oplachovana po dobu 120 sekund.

Obrazek 2: Vejce snesena do podestylky nejsou z divodu
mikrobidlnikontaminace vhodna pro vyuZitivlihni (foto: J. Bzdil).
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Po tomto Ukonu jsou vejce vyjmuta z plastovych sackd a osusena
na vzduchu pfi pfi 20 = 1°C. Poté je vytvorena série redéni pro
kazdé vejce zvlast prenasenim 1 ml roztoku mezi 5 prichystany-
mi zkumavkami s fyziologickym roztokem s peptonem o objemu
10 ml (100, 107, 102, 103, 10* a 10°). Redéni 10° je pfipraveno
primo z obsahu plastového sacku po oplachu skorapky. Z kaz-
dého redéni je preneseno sterilni pipetou paralelné na povrch
2 ploten agaru po 0,1 — 0,2 ml tekutiny z kazdého redéni nebo
alternativné do sterilni Petriho misky k zaliti pddou po 1 ml teku-
tiny. Pri ockovani na povrch agaru je inokulum rozetfeno po po-
vrchu agaru sterilni plastovou ,hokejkou” nebo kli¢kou. Inkuba-
ce je provedena po zaschnuti inokula aerobné pri 36°C — 37,5°C
po dobu 48 hodin v pripadé enterokokl a E. coli.



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

V pripadé stanoveni poc¢tu mikroorganizmd (KTJ, CFU) je inku-
bace provedena opét aerobné pfi 30°C po dobu 120 hodin.
Denné je treba provadét kontrolu agar( pro pripad jejich pre-
rastani saprofytickou mikroflérou. Pro detekci E. coli je pouzit
Mac-Conkey agar, End(v agar, nebo dalsi alternativni agar, na
kterém lze bezpecné rozeznat kmeny E. coli. Pro kultivaci ente-
rokok(l je mozno pozit Slanetz-Bartley agar nebo jinou alterna-
tivni pldu, kterad spolehlivé indikuje rlst enterokok(. Celkové
pocty mikroorganizmi Ize posuzovat na Standard Plate Count
Agaru, pripadné na masopeptonovém krevnim agaru, ktery
detekuje dalsi skupiny nebo rody a druhy mikroorganizmd, jako
jsou napriklad enterobakterie, pseudomonddy (P. aeruginosa),
aerobnisporulaty (Bacillus spp.), pfipadné anaeroby, se kterymi
jsou u drlbeZe také velké problémy (C. perfringens, C. difficile,
C. colinum atd.) a ukazuje i hemolytické vlastnosti mikroorga-
nismd. Nasledné je provedeno spocitani kolonii, prepocteni KTJ
(CFU, TNM) na pavodni objem materidlu nebo na vejce a za-
znamenani hodnot do tabulek. Pocty kolonii byvaji prepocte-
ny na dekadické logaritmy a ty jsou porovnavany. Konfirmace
kmenU je provedena bud biochemickymi testy (Lachema a.s.
Brno, API-test Bio-Mérieux...) nebo molekuldrné biologickymi
metodami (MALDI-TOF, PCR...). Nasledné je z téchto 10 vajec
provedeno vySetfeni obsahll a podskorapecnych blan. Pred
rozklepnutim skorapky musi byt jeji povrch osusen od zbytk(
oplachového média a povrch osetren éteralkoholem (1 : 1).
Rozklepnuti vejce je provedeno sterilné po oschnuti éteral-
koholu, takZze nasledné vybaveni podskorapecnych 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 homogenizac¢nich sackd s membranou a homogeni-
zatoru (Stomacher). Nasledné se tekutina naredi radou redéni
(10°, 107, 102, 103, 10“ a 10%) jako v pripadé skoidpek. Redé-
ni 100 je pripraveno primo z primarniho obsahu plastového
sacku po 120 vterinovém promichani s bilkem, Zloutkem nebo
blanami. Z kazdého redéni je preneseno sterilni pipetou na po-
vrch 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 homoge-
nizacnim sacku do 20 ml pracovniho roztoku biocidu (expe-
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rimentalné mdze byt vice rdznych redéni), nebo vejce oset-
fime plynovanim, UV zarenim, studenou plazmou, ozénem
nebo dal$imi metodami. Délku procedur, koncentrace latek,
intenzitu zareni a délku expozic stanovi vyrobce téchto latek
nebo pristroji. Pokud tomu tak neni, pouzijeme délky ex-
pozic 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 nechdme oschnout, pokud jsou vihka. 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 homogenizacniho sacku s 10 ml TSB s neutrali-
zacnim roztokem (1 : 1) a omyvame 120 vterin, pak vejce vy-
jmeme a nechame opét oschnout na vzduchu pfi 20 + 1°C. Na-
sledné TSB s neutraliza¢nim roztokem po omyti vajec nafedime
jako u vajec neoSetrenych biocidem (viz vyse) a kultivujeme,
inkubujeme, vysledky vyhodnocujeme a zaznamendvame stej-
nym postupem. Vysledky odecteme, zapiSeme, logaritmujeme
a porovname. Z biocidem oSetrenych vajec po jejich neutraliza-
ci a oschnuti nasledné sterilné vyjmeme podskorapecné blany
a obsahy a vySetfime opét stejnym zplsobem, jako u biocidem
neosSetrenych vajec (viz kapitola 5.1.2.). Pfed rozbitim skorapky
vSak nepouzivame povrchovou dezinfekci éteralkoholem, ktery
by vysledky mohl zkreslit!

Pfi prejimce kurat a jejich ustdjeni je 100 ks jedinct namatko-
vé vybranych z celé zasilky zvaZzeno, stanoveny jsou hranicni
hodnoty hmotnosti a stanovena uniformita v %. K mikrobiolo-
gickému vysSetreni je namatkoveé z celé zasilky odebrano 10 ks
kurat, kterd jsou utracena a jsou z nich ziskany vzorky k mik-
ti, 3 kurata s nejvyssi a 4 kurata s hmotnosti blizkou priiméru.
Pocty vzork( je mozno zvétsit po dohodé s chovatelem. Nalezy
u kurat raznych vahovych kategorii je mozné porovnat i mezi
jednotlivymi rozmnozovacimi chovy. Z utracenych kurat jsou
odebrany vzorky dle nasledujiciho postupu. Po manualnim
roztrzeni klize ve ventraini ¢asti stény télni dutiny je proveden
stér z podkoZi v oblasti pupku tamponem systému Transbak.
Pfi odbéru je tfeba tamponem pootacet kolem podélné osy,
aby byl zéchyt mikroorganismd co nejefektivnéjsi. Stejnym
zpUsobem je proveden odbér stéru z organt dutiny télni a sté-
ru ze Zloutkového vacku. Manipulaci s kadavery kurat a odbér
vzork( je tfeba provadét vidy v gumovych rukavicich, které
mezi jednotlivymi kuraty a soubory kurat musime dezinfiko-
vat éteralkoholem. Tampony jsou vlozeny do Amiesova agaru
systému Transbak, peclivé oznaceny, vloZzeny do prepravniho
nepropustného sacku a odeslany do laboratore pfi chladnicko-
vé 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 nlzek a umis-
tény do sterilniho sacku a opét dikladné oznaceny. Vzorky je
tfeba opét ve zchlazeném stavu dorucit do laboratore. Navic
je mozné odebrat k mikrobiologickym analyzam také hlavicky
dekapitovanych kurat a provést kultivaci z mozku. Pozitivni kul-
tivacni mikrobiologické nélezy z kostni dfené a mozku indikuji
pomeérné spolehlivé septikémii.

Jinou variantou je odbér a mikrobiologicka kultivace vzorkd
primo na misté odbéru. Pred zapocetim kultivace je tfeba na
pracovni plochu umistit 1 plotnu s krevnim agarem s odklope-



nym vickem, abychom zjistili pocet kolonii ve spadu ze vzdu-
chu a validovali tim nasi kultivacni metodu. Po ukonceni prace
plotnu uzavieme vickem a oznacime vzdy na spodku plotny.
Kazdy stér je proveden stérovym vatovym tamponem na Spejli
a po expozici je nakultivovan roztérem na celou plochu krevni-
ho agaru ve tfech smérech, aby byla dokonale vyuZita plocha
plotny. Plotny je tfeba otevirat jen na co nejkratsi dobu, aby
nedoslo ke kontaminaci environmentalni mikroflorou. Kultiva-
ce kostni drené je provedena tenkou sterilni bakteriologickou
klickou nebo inokulacni jehlou po opatrném opaleni povrchu
materialu opalovaci plynovou pistoli a rozlomeni nebo prestri-
Zeni kosti sterilnimi nGzkami. Plotny je tfeba dorucit do labora-
tore ve zchlazeném stavu (+4°C). Inkubace je provedena opét
aerobné 18 — 24 (48) hodin pri 36°C — 37,5°C. Stejnymi kulti-
vacnimi metodami je moZno provést kultivaci i na jiné selek-
tivni nebo selektivné diagnostické ptdy (Enddv agar, XLD agar,
RLM agar, Rambachiv agar, Edwards(v agar, Slanetz-Bartley
agar, Baird-Parker(v agar, Sabourauddv 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 mzZe
byt vyjadren kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pri-
tomen), semikvantitativné na jeden az Ctyri krizky podle inten-
zity nardstu (kritéria hodnoceni ukazuje Tabulka 2). Presngjsi
kvantifikaci Ize provést vloZzenim 1 g materidlu do 10 ml fyzio-
logického roztoku nebo fyziologického roztoku s peptonem a
po 120 vtefinach michani (vortexovani) provést kultivaci (jako
u skorapek) véetné desetindsobnych redéni az do 10-6. Typiza-
ce je provedena bud’ biochemickymi testy (Lachema a.s. Brno,
API-test Bio-Mérieux...) nebo molekularné biologickymi meto-
dami (MALDI-TOF, PCR...).

7 kazdého sledovaného rodicovského chovu jsou alespon
1x ro¢né nebo 1x v daném zastavu odebrany smésné vzor-
ky podestylky o hmotnosti 100 gramu. Vzorkovani by mélo
pokryt rovnomérné plochu celé haly (10 mist). Bakteriologic-
ké vysetreni by mélo probihat stejnymi postupy s pouZzitim
stejnych pld, jako tomu je u vajec a kurat. Pred kultivaci je
100 g smésny vzorek dikladné promichan sterilni Spachtli
nebo jinym sterilnim nastrojem. Deset gram( promichané
smési je pak suspendovano ve 100 ml fyziologického roztoku
nebo fyziologického roztoku s peptonem po dobu 120 vtefin.
Mnoizstvi fyziologického roztoku je mozné zvétsit pri vyssi sa-
vosti materialu. Dale je provedeno fedéni v radé zkumavek
s fyziologickym roztokem (10°, 10, 102, 103, 10* a 10°). Na-
sledné je provedena kultivace na agarové pldy a inkubace
jako u vajec a kurat. Hodnocenf je provedeno bud' kvantitativ-
né s uvedenim poctu KTJ na 1 g materialu, nebo jednotlivych
monitorovanych skupin, rodd nebo druh( mikroorganizm,
nebo semikvantitativné s pomoci kfizk( (viz Tabulka 2), pri-
padné kvalitativné (mikroorganizmus je nebo neni pfitomen).
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U kvantitativnich vysledkd je dobré opét kalkulovat s dekadic-
kymi logaritmy.

atlenigy

oUThg;

Obrézek 4: Hmotnostni rozdily mezi kuricemi nalihlymi z vajec
z hnizd a vajec z podestylky mohou byt v 87 dnech stafi i vice
nez 50 %. Vlevo je kufice normalné somaticky vyvinutd, vpra-
vo pak kuftice vylihla z kontaminovaného vejce z podestylky.

Z kazdého sledovaného rodi¢ovského chovu je 2x rocné ode-
brano po 5- 10 kusech Cerstvé uhynulé nebo utracené dribeze
s pfiznaky onemocnéni. Bakteriologicka kultivace je provedena
z plic, jater, tenkého streva a kosti kazdého kadaveru na stejné
pady jako v pripadé kurat a stejnym zplsobem probiha i in-
kubace. Mikrobialni zatéz je vyjadrena bud semikvantitativné
s pouzitim jednoho az ctyr krizkd jako u kurat (viz Tabulka 2),
pripadné se pouzije redici kvantitativni metoda s prepoctem na
hmotnost vysetfovaného materialu a stanovenim poctu KTJ na
1 g materidlu nebo jednotlivych monitorovanych skupin, rodd
nebo druhd mikroorganizmd, pripadné kvalitativné (mikroor-
ganizmus je nebo neni pritomen). U kvantitativnich vysledkd je
dobré opét kalkulovat s dekadickymi logaritmy.

7 kaidého sledovaného rodi¢ovského chovu je 2x rocné
odebrano 10 otiskd z prostredi podlahy hnizd tak, aby byla
rovnomeérné ovzorkovana celd hala. Jako otiskovy agar byva
volen masopeptonovy krevni agar, pripadné jiny, na kterém
dobre porostou rizné rody, druhy a skupiny mikroorganizm.
Inkubace je provedena za stejnych podminek jako u kurat. Po
inkubaci je provedeno spocteni kolonii a proveden prepocet
KTJ na jednotku plochy (100 cm2) a déle jsou identifikovany
jednotlivé mikroorganismy kvantitativng, semikvantitativné
s pomoci kfizkd, nebo kvalitativné (mikroorganizmus je nebo
neni pritomen). Jejich izolaty mohou byt pouzity k dalsim Set-
fenim (konfirmace, sekvenace, testace citlivosti atd.). U kvan-
titativnich vysledk( je dobré opét kalkulovat s dekadickymi
logaritmy.



Tabulka 2: Semikvantitativni hodnoceni nartstu mikroorgani-
zm0 na Petriho miskach s pomoci krizk( (upraveno dle Bzdil
2021).

Pocet KTJ mikroorganizm( | Pocet krizk(
na plotné

1-10 +

11-50 ++

51-300 +++

nad 300 ++++

Lihné hraji z epizootologického hlediska, tedy z hlediska moz-
ného vzniku a Sireni nakaz, velmi vyznamnou roli. Je tfeba si
uveédomit, Ze se v téchto provozech potkavaji nasadova vejce
z rlznych region a chovd s rdznou zoohygienickou Urovni
a kvalitou vajec, proto i nasadova vejce mohou mit rozdilnou
kvalitu a mohou na svém povrchu nést velmi rozmanity mik-
robiom, ktery kromé béznych a neskodnych mikroorganizmd
muze obsahovat i vyznamné patogeny. Lihné se tak stavaji
jakymsi pomyslnym ,mixaznim mikrobiologickym pultem”.
V pribéhu lihnuti dochazi k uvolfiovani prachovych Castic ze
skorapek a k tvorbé aerosolu, ktery mdze treba i diky jediné-
mu znecisténému nebo infikovanému vejci kontaminovat ce-
lou obsadku kurat. Proto i zde je nezbytné provadét pravidelné
kontroly, o kterych by mél byt veden zdznam a za timto uce-
lem by lihnarské podniky mély mit vypracovany funkéni systém
kontroly kvality. Snad jen pro kontrolu bychom radi pripomnéli,
jaké Ukony a Cinnosti by mély byt z veterinarniho hlediska do
kontrolnich mechanizm systému kvality zapojeny. Lze je shr-
nout do 4 bodu:

e Vizualni posouzeni dorucenych nasadovych vajec

¢ Pravidelnd mikrobiologicka kontrola prostredi lihné

¢ Mikrobiologicka kontrola lihnarskych odpadd

¢ Pravidelna kontrola hygieny a ¢isténi dopravnich prostredk

Vizualni kontrola dorucenych vajec by méla byt provadéna
u kazdé dorucené série podle jednotlivych dodavatel(. Pri do-
state¢ném osvétleni je tfeba zkontrolovat Cistotu nebo stav
znedisténi povrchu, velikost, hmotnostni uniformitu, tvar va-
jec, popsat pripadné deformity, silu skordpek, barevné anoma-
lie, poskozeni a o vSem provést zapis. Ten miZe byt nasledné
soucasti zpétné vazby a komunikace s chovatelem. V pripadé
podezreni z kontaminace je mozné provést mikrobiologickou
kontrolu vajec v akreditované laboratofri. K vySetreni by mélo
byt odebrano alespon 10 vajec z kazdé dodavky z dané farmy.
Postupy jsou prehledné popsany v kapitolach 5.1.1. a 5.1.2.

Z lihnarského provozu je dobré odebrat nejméné 10 stér(i nebo
otiskd a zpracovat a vyhodnotit je dle metodik uvedenych v ka-
pitoldch 6.2.3.1.- 6.2.3.4. Odbéry by se mély provadét pravi-
delné a periodicky a to z mist, ktera jsou nejvice exponovana.
Tim je predevsim podlaha jednotlivych box( lihné, sténa lih-
né, podlaha a sténa chladirny a pripravny vajec a to v mistech,
kde je nejintenzivngjsi pohyb v pribéhu manipulaci s voziky
nebo bednami a také chodby, kterymi se pohybuji zaméstnan-
ci. Kritickymi misty jsou i pasy prepravujici kurata a ventilacni
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potrubi. Seznam kritickych mist, kde je nejpravdépodobnéjsi
kontaminace, by si kazdy podnik navrhnout sam ve spolupra-
ci s veterindrnim lékarem. Stéry je dobré provadét z plochy
100 cm?, aby bylo moZné nalez pripadné kvantifikovat. Po-
dobné je mozné provést kontrolni stéry po umyti a dezinfekci
transportniho vozidla (viz kapitola 5.4.4.). Posoudit Ize vysled-
ky opét kvalitativnim zplGsobem (Salmonely jsou nebo nejsou
pritomny), semikvantitativnim (viz Tabulka 2) nebo kvantita-
tivnim zplGsobem s vyjadrenim KTJ (CPM) mikroorganizm( na
jednotku plochy. O kontroldch je tfeba provadét zaznam, ktery
maze slouzit jako doklad pro pripadné auditory.

Je moziné také vysetrit 50 g prachu ze zarizeni nebo ventilac-
nich prdduch( a trubek na Salmonella spp. Tento prach se
smisi s 200 ml predehraté pufrované peptonové vody (BPV,
PPV). Suspenze je dikladné promichana sterilni tycinkou nebo
drevénou Spachtli, protfepana na trepacce po dobu 120 vte-
fin a inkubovéna pri 37 £+ 1°C po dobu 18 + 2 hod. Nasled-
né se provede selektivni pomnozeni na semisolidnim agaru
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 jed-
notlivé kapky na povrch plotny (@ 140 mm), nebo po 1 kap-
ce na 2 plotny (@ 90 — 100 mm). Plotny s MSRV se inkubuji
vickem nahoru, aby nedoslo k potrhani agaru. Pozitivni nartst
salmonel se projevi zénou ristu a oblackovitym zakalem pudy
s jasnym okrajem. V pripadé, Ze je MSRV po 24 + 3 hodinach
negativni, prodluzuje se inkubace o dalSich 24 + 3 hodiny a te-
prve pak se prikroci k vyockovani na pevné pldy z okraje za-
kalu 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 rlstové zony na MSRV se odebe-
re klickou (obj. 10 pl) z hloubky agaru material a naockuje se
obvyklym zplsobem na povrch obou selektivnich pld. Pokud
neni patrna zdna, odebere se material pfimo z inokulovaného
bodu. Agarové selektivni pdy 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 sé-
rovaru probiha molekularné (MALDI-TOF, PCR), biochemicky
testy pro Enterobacteriaceae a sérologicky s pomoci O a H sér.
Vysledky kultivaci mohou byt vyjadreny kvalitativné (mikroor-
ganizmus je nebo neni pfitomen) nebo semikvantitativné na
jeden az Ctyri krizky podle intenzity nardstu (kritéria hodnoce-
ni ukazuje opét Tabulka 2). VySetfeni prachu je pomérné pres-
nym indikdtorem pritomnosti salmonel v provozu a jejich nalez
byva v lihnich prekvapivé vysoky.

V prabéhu lihnuti kurat dochazi ke vzniku odpadd, jako jsou
skorapky s podskordpecnymi blanami a zbytky tekutin, prach
nebo nedolihla vejce. Vzhledem k tomu, Ze odpady prosly dlou-
hodobou inkubaci, bylo by asi bezpredmétné stanovovat pocty
mikroorganizmi v uréitém mnozstvi odpadu, mizeme vsak kva-
litativné oveérit alespon pritomnost nékterych oportunnich nebo
potencialnich patogen(, jako jsou salmonely, pasteurely, galibak-
teria, ornitobaktery, avibakteria, S. aureus, listerie, mykoplazma-
ta, chlamydie, patogenni kmeny E. coli, ptipadné dalsi dle uva-
Zeni a aktualni epizootologické situace. K vySetfeni odebereme
smésny vzorek odpadu z rdznych ¢asti lihné po vylihnuti kurat.
Ten je tvoren predevsim zbytky skordpek, podskorapecnych blan,



tekutin a prachu o hmotnosti 200 g. Sto gramu je v laboratofi
ve vétsi sterilni nddobé rozdrceno na mensi kousky a dakladné
promichano 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 mate-
ridlu. Po dobu 120 vterin suspenzi tfrepeme pfi nizkych otackach
na tfepacce a nasledné vyockujeme tekutinu sterilni mikrobio-
logickou klickou nebo vatovym tampdnem na povrch krevniho
agaru. Inkubace je provadéna aerobné 18 — 24 (48) hodin pfi
36°C—37,5°C. Stejnym postupem je mozno provést kultivaciina
jiné selektivni nebo selektivné diagnostické pddy (Enddv agar,
XLD agar, RLM agar, Rambach(v agar, Edwardslv agar, Slanetz
-Bartley agar, Baird-Parker(v agar, Sabourauddv agar), pokud
bychom chtéli monitorovat specifické skupiny, rody nebo druhy
bakterii (enterobakterie, salmonely, listerie, enterokoky, strep-
tokoky, stafylokoky, kvasinky, plisné, rasy a dalsi). Pokud bychom
chtéli vysetfit material na viry, mykoplazmata nebo chlamydie, je
mozné materidl zpracovat stejnym zpldsobem ale jako médium
by byla pouZita sterilni destilovana voda. Jeden az 2 ml suspenze
by pak byly odebrany do sterilni Eppendorfovy zkumavky a pre-
dany k vysetreni metodou PCR.

Dalsich 100 g materidlu je moZno pouzit k detekci salmonel, se
kterymi maji chovatelé vieklé problémy. Materidl je zalit pufro-
vanou peptonovou vodou (PPV, BPV) tak, aby jeji hladina sahala
asi 1- 2 cm nad povrch materialu, suspenze je dlkladné pro-
michana sterilni tyCinkou nebo drevénou Spachtli, protfepana
na trepacce po dobu 120 vtefin 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 odebere 0,1 mlinkubované
PPV u stény vzorkovnice z povrchové vrstvy tekutiny a naocku-
ji 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 narust se projevi zénou
rdstu a zékalem pldy s jasnym okrajem. V pripadé, ze je MSRV
po 24 + 3 hodinach negativni, prodluZuje se inkubace o dalsich
24 + 3 hodiny a teprve pak se prikroci k vyockovani na pevné
pudy z okraje zakalu na MSRV na XLD a 1 dalsi selektivni pldu
dle vlastniho vybéru. Pldy musi byt predehraty na pokojovou
teplotu a musi mit zavadly povrch. Z okraje rlstové zony v MSRV
se odebere klickou (obj. 10 pl) z hloubky agaru material a naoc-
kuje se obvyklym zplsobem na povrch obou selektivnich pld.
Pokud neni patrna zdna zakalu, odebere se material pfimo z ino-
kulovaného 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 (lakté-
zopozitivni, bez sirovodiku, nebo v R-fazi rlstul). Diagnostika
rodu, druhu a serovaru probiha molekuldrné (MALDI-TOF, PCR),
biochemicky testy pro Enterobacteriaceae a sérologicky s pomo-
ci O a H sér. Vysledky kultivaci mohou byt vyjadreny kvalitativné
(mikroorganizmus je nebo neni pritomen) nebo semikvantitativ-
né na jeden az Ctyri krizky podle intenzity narGstu (kritéria hod-
noceni ukazuje opét Tabulka 2).

7 kazdého vozidla je dobré odebrat nejméné 3 stéry nebo otis-
ky a zpracovat a vyhodnotit je dle metodik uvedenych v kapito-
lach 6.2.3.1.- 6.2.3.4. Odbéry by se mély provadét po ukonceni
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prejimky na farmach a to z mist, ktera jsou nejvice exponova-
na. Tim je predevsim podlaha korby v misté dveri nebo povrch
hydraulické plosiny, s pomoci které se voziky s bednami, v nichz
jsou kurata uloZena, spoustéji na zem. Jeden stér by bylo dobré
udélat z libovolného mista vnitini stény korby. Stéry je dobré
provadét z plochy 100 cm2, aby bylo mozné nalez pripadné
kvantifikovat. Podobné je moZné provést kontrolni stéry po
umyti a dezinfekci vozidla. Posoudit Ize vysledky kvalitativnim
zpUsobem (Salmonely jsou nebo nejsou pritomny) nebo kvan-
titativnim zplsobem s vyjadrenim KTJ (CPM) mikroorganizm(
na jednotku plochy. O kontroldch je tfeba provadét zéznam.

Prace Krause et al. (2021) poukazuje na zavislost mikrobidini
kontaminace vajec z hnizd na plemenné pfislusnosti nosnic. Nej-
lepsich vysledkd a nejmensi mikrobidini zatéz vykazuje plemeno
Leghornka bild. Je to dano pravdépodobné plemennou schop-
nosti tvorit silngjsi skorapku a silnéjsi a kvalitnéjsi kutikulu vejce
a produkovat vice antimikrobni latky lysozymu do kutikuly a va-
jecného obsahu. Statisticky stejni autofi prekvapivé prokazali,
Ze skladovanim vajec pti vhodné teploté pocet mikroorganizm
v jednotlivych strukturach vejce s casem paradoxné klesa. Za op-
timalni teplotu a cas, kdy je ubytek mikroorganizmd nejvétsi, je
skladovani po dobu 28 dnl pri 20°C. Téchto poznatkd by bylo
moZno vyuZit v prabéhu osetreni vajec pred lihnutim (mozna by
bylo dobré otestovat pripravky s obsahem lysozymu, imunopep-
tid a vosk( na oSetreni povrchu vajec), pripadné delsi skladova-
ni oplozenych a oSetrenych vajec pri vhodné teploté a vihkosti.

Jako prakticky priklad negativniho vlivu mikrobialni kontamina-
ce nasadovych vajec uvadime nize dvé tabulky, které dokladu-
ji narlst nalezu a spektra enterokokd ve Zloutkovych vaccich
a organech jednodennich kurat z produkénich a reprodukénich
chovll drlibeZze v poslednich dvou letech (viz Tabulky 3 a 4).
Z nékterych neoficialnich zdrojd vime, Ze se v roce 2024 zvysila
poptavka po jednodennich kuratech, nicméné kapacita produk-
ce nasadovych vajec v rodic¢ovskych chovech byla nedostacuijici.
V lihnich byla proto vyuzivana ve vétsi mire (snad i nevédomé)
také kontaminovana vejce z podestylky. Nasledky na sebe ne-
nechaly dlouho cekat. Jako veterindrni Iékari jsme v roce 2024
museli fesit na dribezich farmach Moravy a Slezska vysokou
miru nemocnosti zvifat. | pres intenzivni kurativni ¢innost doslo
na nékolika farmach k Uhyndim a ztradtdm az 10 % populace. Stav
se nam podarilo stabilizovat v nékterych pripadech az po 3 tyd-
nech. Kdyz jsme zpétné analyzovali vysledky mikrobiologickych
rozbor( jednodennich kurat, ukazalo se, Ze na vsech farmach
s vyjimkou jedné, kde zdravotni problémy zaznamenany neby-
ly, se mezirocné v porovnani s rokem 2023 zvysil pocet nalezl
enterokok( v organech a Zloutkovych vaccich a rovnéz se zvysila
druhova rozmanitost téchto mikrobd, coz jasné ukazuje na zhor-
Senou kvalitu nadsadovych vajec. V Tabulkach 3 a 4 jsou nardsty
nalez(l (prevalenci) oznaceny Zluté. Z toho vyplyva, Ze by cho-
vatelé rozhodné neméli litovat financnich nakladd na vysetreni,
kterd mohou osvétlit pri¢inu ztrat. Rovnéz je treba doporudit
chovateldim zvySovat tlak na producenty nasadovych vajec a li-
hnarské podniky ve smyslu zvySovani kvality nasadovych vajec
i jednodennich kurat. Chovatelé stale argumentuji tim, Ze takové
moznosti jsou velmi omezené, Ze kapacita lihni i rodicovskych
chovll neni tak vysoké a Ze ndkup vajec nebo JDK v zahranidi,
napriklad v zapadni Evropé, je pfilis drahy.



Ne vSechny problémy lze ale svddét jen na kvalitu jednoden-
nich kurat. Kvalitu krmiv mdme, jak jiz bylo feceno, po strance
zastoupeni jednotlivych Zivin podchycenou a stabilizovanou,
nicméné kvalita surovin pro jejich vyrobu byva v mnoha pfi-
padech nevalna. V mnoha pfipadech je problémem i mecha-
nickd struktura krmiv. Zatimco vzorek Sarze krmiva dodany
vyrobcem je v poradku, krmivo odebrané pfimo z pfepravni-
ho vozu obsahuje ¢asto vysoky podil prachové slozky. Néktefi
zootechnici a chovatelé nds informovali az o 50% pritomnosti
prachové slozky v krmivu. Prachovad slozka ve voleti absorbuje
vodu, mlZe se zménit v téstovitou hmotu a vznikne takzvané
mékké vole. Jeho obsah se nepasazuje travicim traktem, mize
podlehnout mikrobidlnimu rozkladu a ndsledné muze vyvolat
autointoxikaci (samootravu) postizenych zvifat rozpadnymi
produkty a metabolity mikrobl. Nékdy se setkdvdme i s pfi-
pady, Ze diky nékterym slozkdm dribez krmivo vibec nechce
pfijimat, co? je alarmujici. Dle nékterych odbornik( i chovateld
mohou byt pfi¢inou nekvalitni kafilerni tuky pridané do krmiva
nebo jiné aditivni latky. Pfi kontroldch provozu farem posuzu-
jeme i uchovavéni krmnych smési. Ty jsou ¢asto uchovévany
v laminatovych silech, v nékterych pfipadech i kovovych, které
jsou vystaveny slune¢nimu zéfenf a vykyvim teplot. Jakou kva-
litu mdze mit krmivo po nékolika dnech takovychto extrém0?
Prestoze ma krmivo velmi rychly obrat, doporucujeme prova-
dét i jeho kontrolu. V prdbéhu skladovani mlze dochazet ke
kondenzaci vody v zésobnicich a naslednému pomnozeni né-
kterych mikroorganizm(, které mohou produkovat opét nej-
rdznéjsi metabolity nebo toxiny (Bacillus cereus, Clostridium
spp., plisné, kvasinky a dalsi).

V poslednich tfech mésicich jsme provedli v ramci kontroly pro-
stfedi chovl také kontrolu napdjecich systému. Vysledky byly
rovnéz alarmujici. PFi rozebrani koncového Useku napdjecich
systémU bylo zachyceno az nékolik litrd usazenin ¢erné barvy
a fekdlniho pachu, se kterymi se bézné setkavdme napriklad
pfi Cisténi odpadnich systém( nebo kanalizace (viz Obrazky 5
a 6). Mikrobiologickym rozborem byla zaznamendana rozklad-
nd mikrofldra, kterd mlze dribez svymi produkty a metabolity
chronicky intoxikovat, tedy otravovat a oslabovat imunitni vy-
konnost zvifat, nebo zplsobovat septickd onemocnéni ¢i ali-
mentdrni intoxikace. Ze zachycenych mikroorganizm mazeme
jmenovat Enterobacter cloaceae, Enterobacter kobei, Entero-
bacter ludwigii, Escherichia coli, Ochrobactrum sp., Citrobacter
braakii, Citrobacter murliniae, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas putida, Pseudomonas nitroreducens, Delftia aci-
dovorans, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus xylosus,
Enterococcus faecalis, v jednom ptipadé byl v jedné z hal izo-
lovan dokonce i Staphylococcus aureus, tedy zlaty stafylokok.
VétSina mikroorganizmd byla detekovana v silné az masivni
intenzité. Pokud by takovyto ,koktejl” mikroorganizmd pozrel
s vodou nebo potravou napfiklad ¢lovék, je mozné garantovat,
Ze by se nevyhnul pfinejmensim tézkym zaZivacim potizim.
Uvédomme si, Ze skrze napéjeci systém aplikujeme v pribéhu
zastavu réizné vyzivové doplnky, vitaminy, mineraly, aminokyse-
liny a také antimikrobni latky. To je vyborny zaklad a prostredi
pro pomnozovani mikroorganizm0 v potrubi a diky transportu
antimikrobnich latek také redlnym zdrojem bakteridlnich kme-
nu rezistentnich vici témto latkdm. Jak vypada obsah neudrzo-
vaného napajeciho systému, ukazuji opét Obrazky 5 a 6. Z toho
vyplyvd, Ze by se chovatelé méli vénovat i pravidelné kontrole,
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ddkladnému ¢isténi a dezinfekci napéjeciho systému nejméné
4x za rok, lépe Castéji podle aktualnich potfeb a urcité v dobé
pred naskladnénim novych turnus(. V souladu s omezovanim
aplikace prdmyslové vyrabénych antimikrobnich latek Ize rov-
néz chovatellm doporucit, aby se zajimali o pfirodni produk-
ty s antimikrobnimi Ucinky, kterymi by bylo mozno antibiotika
nahradit. Je tfeba pfiznat, Zze humanni medicina je prekvapivé
v tomto sméru mnohem dal, nez medicina veterinarni. V od-
borné literatufe se pravidelné setkdvdme s ¢lanky o pouziva-
ni nejrliznéjsich antimikrobnich rostlinnych produktl nejen
ve stomatologii, ale i v dermatologii, gastroenterologii nebo
interni mediciné. Je proto tfeba v tomto sméru vyvijet i tlaky
na vyrobce veterindrnich 1éCiv, nebot zde mame velké rezervy.
Spole¢nost Ptacy s.r.o. se sama spolupodili na vyzkumu v ob-
lasti bakteriofagl uréenych proti E. coli, enterokoktim a v blizké
budoucnosti snad i dal$im mikroorganizmim.

Obrazek 5: NeudrZovany napajeci systém muZe obsahovat
tmavou usazeninu tvofenou mikrobidlnim biofirem a zbytky
nutricnich latek aplikovanych vodou (foto: V. Slddecek).

Obrazek 6: Bakteridlni biofilm mlZe ucpdvat i
kapkovych napajecek (foto: V. Sladecek).

nipliky



Podestylka je rovnéz velmi dlilezitym zoohygienickym faktorem.
M43 funkci tepelné izolacni a pfedevsim savou a adsorpcni. Jen
diky kvalitni podestylce se dafi drlibez udrZovat v suchu, coz?
sekunddrné snizuje bakteriadlni ndloz v chovnych haldch a na-
sledné i produkei stdjovych plyn. Mnozi malochovatelé a pro-
vozovatelé biofarem by si v tomto sméru mohli vzit paradoxné
z velkochovl priklad. Podestylka mdze byt vsak i zdrojem né-
kterych druhd nezadoucich mikroorganizm, které pfi vysycha-
ni trusu a dalSich sekretd zvifat mohou prejit do aerosolu a po
provedené |é¢bé miZou zodpovidat za reinfekce nebo dokonce
za onemocnéni osetfovatelského personalu. Mame na mysli ze-
jména mikroorganizmy Salmonella spp. nebo patogenni kmeny
E. coli. Podestylka je rovnéZz moznym zdrojem rezidui pouzitych
antimikrobnich 1é¢iv, kterd se mohou zpétné podilet na rlstu
rezistenci jak zvitecich, tak lidskych patogend a v pfipadé vyu-
zitf podestylky jako hnojiva mohou tyto latky kontaminovat eko-
systém, predevsim pldu a spodni vodu. Maloktery chovatel vi,
Ze organoleptické zévady v krmivech mohou vést k neochoté
pfijimdani takovych krmiv drdbezi a ndhrazkovym prijmem vét-
siho mnozstvi podestylky hladovéjicimi zvifaty, coz mlze vyustit
nejen v ucpani (obturaci) volat a traviciho traktu, ale také v na-
sledné infekce takto postizené drlibeze vyvolané patogennimi
kmeny E. coli, enterokoky nebo i koaguldza negativnimi stafylo-
koky, které jsou v substratech podestylky hojné obsazeny, v hor-
sim pfipadé jersiniemi, salmonelami nebo dal$imi patogeny. Po-
destylka mGze byt také diky zbytkdm krmiva vitanym zdrojem
potravy nékterych druh( hmyzu, zejména potemnika stdjového
(Alphitobius diaperinus), ktery maze byt také prenasecem rdz-
nych bakteridlnich, mykotickych, virovych nebo parazitarnich
onemocnéni. Jak takova invaze miZe v extrémnich pfipadech
vypadat, ukazuji Obrazky 7 a 8. V rdmci monitoringu patogend
je proto velmi dobré provadét ¢as od ¢asu i odbér hmyzu k labo-
ratornimu vysetreni. IdedIni je odebrat asi 50- 100 kus( hmyzu
(mUZe byt i méné, pokud vyse uvedené pocty nejsou k dispozici)
nebo jejich vyvojovych stadii do sterilniho plastového sécku nebo
sterilni vzorkovnice, ddkladné je uzavfit a shromazdény hmyz
usmrtit v mrazaku pfi-20°C po dobu alespori 2 hodin. Nasledné
by mély byt vzorky odeslany v zamrazeném stavu do laboratore
s perfektné vyplnénou objedndvkou vysetfeni. Pokud bychom
patrali po pasteureldch, galibakteriich nebo jinych citlivéjsich
bakterialnich plvodcich, vzorky by nemély byt zamrazovéany. Na
vysetfeni je tfeba se vzdy pfedem domluvit s pracovniky labora-
tofi. Samozrejmosti v kazdém chovu by méla byt také pravidelna
kontrola volné Zijicich hlodavcd a dalsich zZivocich(, jako jsou na-
priklad ptaci. V pripadé ptdkl by stdje mély byt zajistény s po-
moci mfizek a siti proti jejich vniknuti. Volné Zijici ptactvo mdze
byt zdrojem plvodcl avidrni influenzy, salmoneldz, tuberkulézy,
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cholery dribeze, jersinidézy nebo parazitarnich infekci, jako jsou
napfiklad trichomonddy, histomonddy, skrkavky, roupi, kapilarie
nebo ¢melici. V pfipadé hlodavcd je tfeba monitorovat jejich vy-
skyt a provadét pravidelnou deratizaci a vést o tom zadznamy. To
se také déje a je vidét, Ze jsou chovatelé v tomto sméru dobre
instruovani. Uhynulé kusy potkand, mysi a dalSich druh( hlodav-
cl je dobré ve spolupraci s oSetfujicim veterindrnim lékarem
pravidelné posilat do akreditovanych laboratofi k pitvé a mik-
robiologickému vysetieni se zamérfenim zejména na salmonely,
pasteurely, patogenni kmeny E. coli, stafylokoky, pfipadné dalsi
aktudlni pavodce, ktefi v chovu délaji potize.

Obrdzek 7: Masivni invaze potemnika stdjového na sténach
staje po ukonceni turnusu (foto: V. Sladecek).

Obrdzek 8: Detail invaze potemnika stajového (Alphitobius
diaperinus) na sténach stdje (foto: V. Sladecek).



Tabulka 3: Prevalence enterokokl na dribezich farmach Moravy a Slezska v letech 2023 a 2024 u kurat brojlerl v organech
a Zloutku (autor: J. Bzdil).

Farma FARMA1M

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 | 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

Prevalence % 40 91,4 2,9 0 0 2,9

Farma FARMA 2 HU

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 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 12,5 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. vzorkl | 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
Pocet pozitivnich | 20 40 1 1 0 1 0 0 0

Prevalence % 46,5 93 2,3 2,3 0 2,3
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Tabulka 4: Prevalence enterokokl na dribeZich farmach Moravy a Slezska v letech 2023 a 2024 - rodice masni (organy a Zloutek)
(autor: J. Bzdil).

Farma FARMA1M

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 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 33,3 0 0
Farma FARMA 2 K

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 | 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 0 33,3 7,1 0 0 0 0 0 0 0
Farma FARMA 3 B

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

Prevalence % 50 61,9 0 19 0 19 0 0 5,6

Farma FARMA 4 H

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 | 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14 16 14
Pocet pozitivnich | 4 13 0 1 0 4 0 0

Prevalence % 25 92,9 0 7,1 0 28,6

Farma FARMA 5R

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 | 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 33,3 33,3 0 0 0 0 0 16,7
Farma FARMA 6 L

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 | 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
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 % 28,8 79,2 0 13,2 4,5 30,2 0 0 1,5 3,8 0 1,9
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Testovani in vitro Ize provadét na kulturach v tekutych médiich,
na pevnych plochach nebo metodou minimaini inhibi¢ni kon-
centrace (MIC). Metodou MIC lze stanovit presné koncentraci
ucinné latky dezinfekéniho prostfedku v mg/l nebo pg/ml, kte-
ra bude uc¢inna vaci rdznym skupinam, rodim nebo druhdm
mikroorganismd. Metody MIC maji vsak sva omezeni a Uska-
Ii (viz kapitola 6.1.3.). U¢inek je moZno oznadit za vyhovujici
pri poklesu mikroorganismU po dezinfekci alespon o 4- 5 log
(dekadickych logaritm() pri simulaci slabého nebo silnéjsiho
organického znecisténi pfi testovani v suspenzi. Tento limit se
vztahuje na humanni i veterinarni pripravky véetné dipd.

V prvni fazi pfipravime vychozi fedéni referencni bakterialni
kultury, tedy zkusebni suspenze. Z referencnich kmend (RK)
Ize doporucit pro nase ucely napfiklad 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 vytvorime z porostu RK na trypton sojovém agaru
(TSA), Zivném nebo masopeptonovém krevnim agaru suspenzi
o zékalu 0,5° nebo 1° Mc Farlanda (1,5 x 108 nebo 3 x 108 bak-
teridlnich bunék v 1 ml suspenze ve zfedovacim nebo fyziolo-
gickém roztoku) a nasledné zfedime tak, aby vysledny pocet
bunék (CFU) byl 1,5 x 10* pfipadné 3 x 10*. Pro MIC a disko-
vou difuzni metodu jsou stanovena jina redéni (viz kapitoly
6.1.3-6.1.5.).

Pokud budeme chtit sledovat antimikrobni ucinky biocidniho
preparatu rdznych koncentraci bez imitace organického zne-
¢isténi, pripravime redéni zkoumané latky (nejlépe tvrdou
vodou sterilizovanou membranovou filtraci). Budeme-li pred-
pokladat, Ze origindini pripravek ma koncentraci 100 %, pak
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vysledna koncentrace v testech bude diky rfedéni v testovaci
smési maximalné 90 %. Z plvodniho objemu biocidu mizeme
provést desetinové redéni, to znamenad, ze k 9 ml suspenze
pavodniho redéni pridame 1 ml rfediciho nebo fyziologického
roztoku, v dalsi zkumavce k 8 ml vychozi suspenze pridame
2 ml rediciho roztoku, v dalsi zkumavce k 7 ml pdvodni sus-
penze priddme 3 ml fediciho roztoku a tak pokracujeme, az
ke smési 1 ml vychozi suspenze s 9 ml fediciho roztoku ¢imz
dosdhneme redéni 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 % pavod-
ni koncentrace. Dalsi diluci Ize provést i desetindsobnym re-
dénim, ¢imzZ 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 priddame 1 ml vychoziho dezinfekéniho
prostredku, po promichani vezmeme z prvni zkumavky 1 ml
fedéné suspenze a preneseme jej do druhé zkumavky s 9 ml
Cistého rediciho nebo fyziologického roztoku, po promichani
vezmeme z druhé zkumavky opét 1 ml redéné suspenze a pre-
neseme jej do treti zkumavky s dalsimi 9 ml rediciho nebo
fyziologického roztoku a tak pokracujeme jesté sedmkrat. Na-
sledné do 9 ml kazdého redéni dezinfekéniho roztoku (biocidu)
pridame po 1 ml bakterialni suspenze (1,5 x 10° bunék) a kazdé
fedéni's kulturou ddkladné promichdme vortex mixerem nebo
pipetou s balénkem. Minimalni expozi¢ni ¢as pro testovani
pfipravkd pred dojenim je 0,5 min + 5 sec a pro prostiedky
k dezinfekci vemene po dojeni a povrchy je 1 min = 5 sec. Ma-
ximalni expozi¢ni ¢as pro testovani pripravkl pred 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
stanovené vyrobcem nebo po 0,5 minuté + 5 vtefinadch az
30 minutédch * 10 vtefinach expozice exponovanou smés zno-
vu promichdme a preneseme 1 ml této smési do 9 ml neu-
tralizacniho roztoku, abychom zrusili antimikrobni pUsobeni
ucinné latky. Po dlikladném promichani a neutralizaci po dobu
5 minut + 10 vtefin vyockujeme neutralizovanou smés paralel-
né na 2 plotny s trypton séjovym agarem (TSA), krevnim nebo
Zivnym agarem bez krve po 0,2 ml, rozetfeme sterilni hokej-
kou, nechame povrch pldy zavadnout a nasledné inkubuje-
me aerobné 24 hodin pfi 37 + 1°C. Jako kontrolu naockujeme
stejnym zpUsobem 0,2 ml ze smési 1 ml plvodni bakterialni
suspenze redéné v 9 ml rediciho nebo fyziologického roztoku.
Po inkubaci kolonie spocitdme a vytvorime tabulku, pripadné
graf. Ubytky kolonii porovnavame s kontroln{ kultivaci, hodnoty



prepocteme na dekadické logaritmy a statisticky vyhodnotime.
Stanovime koncentraci, pri které jesté dochazi a pri které jiz
nedojde k zadnému narastu referencniho kmene na plotnach
(break point). Pro publikaci je nutné od kazdého redéni udé-
lat alespon 2 kultivace z kazdého redéni a pracovat s prime-
rem CFU z obou ploten. Pokud bychom chtéli brat v Gvahu vliv
slabého nebo silného znedisténi, je nezbytné vzit jako vycho-
zi koncentraci suspenze RK 3 x 10°. Jeden ml této bakterialni
suspenze zfedime 1 ml jednim z roztok( D, E, F, G, H nebo |
pro imitaci nizkého nebo vyssiho organického znecisténi (viz
kapitola 9) a tuto smés pak pouzijeme k testiim misto Cisté sus-
penze RK v fedicim nebo fyziologickém roztoku. Pokud bychom
chtéli brat v dvahu vliv tvrdosti vody na vysledky testd, je tre-
ba biocid naredit sterilni tvrdou vodou misto rediciho roztoku.
Maximalni pocty mikroorganizm( 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
Ize dosdhnout temperovanim ve vodni lazni nebo termostatu.
Pro kazdou biocidni latku je stanoven jiny druh inaktivatoru (viz
kapitola 9. Prilohy), vhodné je vSak pouZzit univerzalni neutrali-
zaéni roztok (Skaloud a Pokludova 2008 nebo CSN EN 1040 a?
CSN EN 16437+A1).

Tésné pred provedenim experimentu zvolime koncentraci bio-
cidu, se kterou budeme chtit pracovat a pfipadné provedeme
jeho naredéni. Nasledné do 9 ml pracovniho fedéni biocidni-
ho (dezinfekéniho) roztoku priddme 1 ml bakteridlni suspenze
(1,5 x 105 CFU RK) a smés biocidu s kulturou ddkladné pro-
michame vortex mixerem nebo pipetou s balénkem. Z expo-
zi¢nich casu jsou obvykle voleny 0,5, 1, 5, 15, 30, 60, 90 nebo
120 minut. Individudlné mazZeme zvolit vlastni doby expozic.
Expozi¢ni ¢asy do 1 minuty maji toleranci odchylky + 5 vtefin
a Casy nad 1 min maji toleranci + 10 vtefin. Minimalni expozic-
ni ¢as pro testovani pripravk( pred dojenim je 0,5 min 5 sec
a pro prostredky k dezinfekci vemene po dojeni a povrchy je
1 min = 5 sec. Maximalni expozi¢ni ¢as pro testovani pripravkd
pred dojenim je 3 min + 10 sec, pro pripravky po dojeni je
30 min £ 10 sec a pro povrchy je 120 min + 10 sec. Po uply-
nuti expozi¢ni doby, kterou zvolime, preneseme 1 ml expono-
vané smési do 9 ml neutralizacniho roztoku, abychom zrusili
antimikrobni plsobeni Gc¢inné latky. Po dikladném promichani
a neutralizaci po dobu 5 minut £ 5 vtefin vyockujeme neutra-
lizovanou smés paralelné na 2 plotny s trypton sojovym aga-
rem (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 zptsobem 0,2 ml ze smési 1 ml
plvodni bakterialni suspenze redéné 9 ml rfediciho nebo fy-
ziologického roztoku namisto biocidu. Po inkubaci kolonie
spocitdme a vytvorime tabulku, pripadné graf. Ubytky kolonif
v Case porovnavame s kontrolni kultivaci, hodnoty prepocte-
me na logaritmy a statisticky vyhodnotime. Stanovime dobu
expozice, pri které jesté dochazi a pri které jiz nedojde k zad-
nému nardstu referencniho kmene na plotnach (break point)
pri dané koncentraci biocidniho (dezinfekéniho) pripravku. Pro
publikaci je nutné od kazdého redéni udélat alespon 2 kultiva-
ce z kazdého redéni a pracovat s primérem CFU z obou ploten.
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Pokud bychom chtéli vzit v Gvahu vliv slabého nebo silného
znecisténi, je nezbytné vzit jako vychozi koncentraci suspenze
RK 3 x 10° CFU. Jeden ml této suspenze zfedime 1 ml jednoho
ze zvolenych roztokd D, E, F, G, H nebo | (viz kapitola 9) pro imi-
taci nizkého nebo vyssiho organického znecisténi a tuto smés
pak pouzijeme k testdm misto Cisté suspenze RK v fedicim
nebo fyziologickém roztoku. Pokud bychom chtéli brat v dvahu
vliv tvrdosti vody na vysledky test(, je tfeba biocid naredit ste-
rilni tvrdou vodou misto fediciho roztoku. Maximalni pocty mi-
kroorganizmi 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 Ize dosah-
nout temperovanim ve vodni lazni nebo termostatu.

Testy probihaji shodnym zpdsobem jako v bodech 6.1.1.1. nebo
6.1.1.2. Méni se jen druh pouzitého mikroorganizmu. Jak jiz bylo
feceno, z referencnich kment (RK) Ize doporucit pro nase ucely na-
priklad 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 pomo-
ci turbidimetru vytvorime z porostu RK na trypton sojovém agaru,
Zivném nebo masopeptonovém krevnim agaru suspenzi o zakalu
0,5° Mc Farlanda (1,5 x 108 bakterialnich bunék v 1 ml suspenze
ve zfedovacim nebo fyziologickém roztoku) a nasledné zredime
tak, aby vysledny pocet bunék byl 1,5 x 10* nebo 3 x 10* podle
toho, zda pouZijeme nebo nepouZijeme interferencni suspenze.
Pri 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 dlvodu lepsi homogenizace. Pokud po-
uzijeme terénni kmeny, je treba definovat jejich vlastnosti (fenoty-
pové nebo genotypové). Lze provést i testovani Ucinku biocidd na
smésich kultur mikroorganizm( v urcitych pomérech, aby byly co
nejlépe simulovany realné podminky panuijici v terénu. U kazdého
referenéniho kmene (RK) a biocidniho prostfedku mdzeme testo-
vat dezinfekéni Ucinek v zavislosti na dobé expozice nebo koncent-
raci biocidu. Postup smisenf kultury RK s testovacim roztokem bio-
cidu a neutralizacnim roztokem, kultivace, inkubace, pocitani CFU
a zpracovani vysledk( 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.

V prvnifazi opét pripravime vychozi fredénireferencni bakterial-
ni kultury (RK), tedy zkusebni suspenze. Z referencnich kmena
(RK) Ize doporucit pro nase Ucely napriklad 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),
pripadné jiné mikroorganizmy. S pomoci turbidimetru vytvori-
me z porostu RK na trypton sojovém agaru (TSA), Zivném nebo
masopeptonovém krevnim agaru (MPKA) suspenzi o zédkalu 2°
Mc Farlanda (6 x 10 bakterialnich bunék v 1 ml suspenze ve
zfedovacim nebo fyziologickém roztoku) a nasledné zfedime
tak, aby vysledny pracovni pocet bunék byl 6 x 10° CFU/1ml.



Pri vyrobé suspenze je doporucovano kulturu tfepat ve sterilni
lahvi s 10 ml fediciho roztoku a 5 g sterilnich sklenénych kuli¢ek
po dobu 3 minut pro dikladnéjsi homogenizaci.

Jako testovaci povrch se pouziva kotouc z nerezové oceli 304 s po-
vrchem tridy 2 na obou stranach o priméru 2 cm. Ten musi byt
ocistén pred pouzitim v kadince o objemu 50 ml prelitim 20 ml
5% Deconu nebo podobného pripravku po dobu 60 minut. Pak
disk oplachneme 10 vterin tekouci sterilni destilovanou vodou.
Nasledné disk ponofime do 95% lazné 2-propanolu na 15 minut
a nasledné nechame zbytky propanolu odparit. Ke sterilizaci je
mozno pouZzit i jinych metod (zareni, horkovzdusna sterilizace),
alternativné Ize pouZit i autentické materialy, jako jsou napriklad
sklo, porceldn, plast a podobné, které je vSak potreba vysterili-
zovat v autoklavu nebo horkovzdusné susarné. Jednou pouzité
disky nebo autentické materialy se dale nepouzivaji. Pokud chce-
me imitovat organické znecisténi, pak smisime 1 ml bakteridlni
suspenze s 1 ml interferenc¢niho roztoku imitujiciho vysoké nebo
nizké znecisténi a pri testovaci teploté promichame po dobu
2 minut * 10 vtefin (denzita bunék 3 x 10° CFU/1 ml). Pokud ne-
chceme imitovat znecisténi, pridame k 1 ml bakterialni suspenze 1
ml diluéniho roztoku misto roztoku interferenéniho. Celkem 0,05
ml této smési preneseme na povrch disku a nechdme zaschnout
pfi37°C. Pak pridame 0,1 ml testované latky (Ize testovat rizna re-
déni), aby zaschla testovaci smés byla zcela prekryta. Expozice pro-
biha obligatné pri 10 + 1°C (alternativné také pri 4 + 1°C, 20 + 1°C
a 40+ 1°C...). Obligdtni expozicni ¢as je 30 minut + 10 vtefin (al-
ternativné i Imin £ 10 sec, 5 min £ 10 sec a 60 min + 10 sec...).
Po expozici disk viozime do sterilni lahve s 10 ml neutraliza¢niho
roztoku exponovanou ploskou dold. 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 agaru a soucasné preneseme 1 ml ne-
utralizacni suspenze po 5 min tfepani také do 9 ml fediciho rozto-
ku. Po promichani preneseme opét 1 ml do dalsich 9 ml fediciho
roztoku a vytvorime tak dvé redéni (10" a 102), ktera vyockujeme,
kazdé redéni 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 sniZzovat poc¢ty mikroorgani-
zmu o 4 a vice dekadickych logaritm0 i pfi pouZiti simulace sla-
bého nebo silného organického znecisténi v porovnani s kont-
rolou (misto biocidu je pouZita voda).

Jako testovaci povrch byvéa pouzito topolové drevo. Pouzité des-
ticky jsou z alespon 1 rok suseného dreva a maji mit rozmeér 1
cm x 2 cm x 0,6 — 1 mm. Plochy musi byt hladké. Drevéné plosky
sterilizujeme 15 minut pfi 121°C v autoklavu na Petriho misce.
Kazda ploska smi byt pouZita jen jedenkrat. Bakteridlni suspenzi
pripravime jako v bodé 6.1.2. Testovany preparat pouZijeme nej-
méné ve 3 koncentracich (fedéno dilu¢nim, tedy redicim rozto-
kem, 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 pri zvolené tep-
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loté inkubujeme 2 minuty + 10 vtefin. Inkubacni teplota by méla
byt obligdtné 10 + 1°C (alternativné také pri 4 + 1°C, 20 + 1°C
a 40+ 1°C ...). Nasledné naneseme na 3 desticky v Petriho mis-
ce po 0,1 ml této pracovni smési mikrob(. Desticky vysusime pfi
37°C. Suseni by nemélo trvat déle neZz 60 minut. KaZzdou suchou
desticku pak ponofime v jiné Petriho misce do 20 ml pracovniho
roztoku biocidu (3 rliznych rfedéni) a po 1 minuté + 5 vterinach az
360 minutach * 10 vtefinach premistime desticky do dalsi Pet-
riho misky bez tekutiny vzhiru testovanou plochou a vloZzime do
termostatu s pozadovanou inkubacni teplotou. Alternativné je
mozné proveést 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 nadobky s 10 mI TSB s neutralizacnim roztokem v poméru
1:1 a michdme 15 vtefin, nasledné dame nadobky s destickami
do vodni lazné pri 20 + 1°C na 25 minut + 10 vtefin. Pak znovu
promichame a vloZime nadobky s destickami v TSB s neutrali-
zacnim roztokem do ultrazvukové mycky (frekvence 30- 55 kHz
a maximalni vykon 1000 W). Teplota lazné by méla byt 0 — 4°C,
aby se povrch neprehrival a aby se uvolnily mikroorganizmy z po-
vrch( desticek. Po 5 minutach + 10 vterinach vyjmeme desticky
z neutralizaniho roztoku a ten naredime radou desetinasobnych
fedéni v redicim nebo fyziologickém roztoku od 10" do 10°3. Vyoc-
kujeme z kazdého redéni vcetné plvodni suspenze (100) 0,1 ml
vzdy na 2 plotny s TSA nebo jinym agarem. Rozetfeme po povrchu
sterilni hokejkou a nechdme zavadnout. Inkubujeme pri 37 + 1°C
24 hodin. Vysledky odecteme a zapiSeme, logaritmujeme vysled-
ky a porovname.

Dostate¢né ucinny biocid by mél sniZovat pocty mikroorga-
nizmd o 4 a vice dekadickych logaritmU pfi pouziti simulace
slabého organického znedisténi v porovnani s kontrolou (misto
biocidu pouzita sterilni voda).

Jako testovaci povrchy (plosky) byvaji pouZity textilie, netkané tex-
tilie, bavina, vina, polyuretanova houbicka a dalsi materialy. PouZité
testovaci plochy maji rozmér 1 cm x 2 cm x 1- 5 mm a pred pouzi-
tim je tfeba je vysterilizovat v autoklavu 15 minut pfi 121°C na Pet-
riho misce. Je tfeba vsak upozornit, Ze ne vSechny materidly toto
osetreni snesou a proto je tfeba zvolit jinou Ucinnou metodu jejich
sterilizace. Kazda ploska smi byt opét pouZita jen jedenkrat. Bak-
teridlni suspenzi pripravime 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 105 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 tep-
lota by méla byt obligdtné 10 + 1°C. (alternativné také pri 4 + 1°C,
20+ 1°Ca 40+ 1°C...). Nasledné naneseme na 3 testovaci plosky
v Petriho misce po 0,1 ml této pracovni mikrobialni smési. Mate-
rial vysusime pri 37°C. Suseni by nemélo trvat déle nez 60 minut.
Suché plosky prevrstvime v misté aplikace pracovni kultury 0,5 ml
rdznych redéni biocidu (3 redéni) na Petriho misce a inkubujeme
po dobu 1 minuty * 5 vterin az 360 minut + 10 vtefin v termostatu
s pozadovanou inkubacni teplotou (viz vyse). Alternativné je moz-
né 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 ho-
mogenizacniho sacku s membranou s 10 ml smési TSB s neutrali-



zacnim roztokem (1 : 1) a homogenizujeme ve Stomacheru 30 vte-
fin, nasledné dame sacky s ploskami do vodni lazné pri 20 £ 1°C
na 25 minut £ 10 vterin. Pak znovu 30 vtefin homogenizujeme ve
Stomacheru. Pak vyjmeme plosky z neutralizacniho roztoku a ten
zfedime radou desetinasobnych rfedéni v redicim nebo fyziologic-
kém roztoku od 10 do 103. Vyockujeme z kazdého fedéni véetné
plvodni suspenze (100) po 0,1 ml vidy na 2 plotny s TSA nebo ji-
nym agarem. Rozetfeme po povrchu sterilni hokejkou a nechdme
zavadnout. Inkubujeme pfi 37 + 1°C 24 hodin. Vysledky odecteme,
zapiSeme, logaritmujeme a porovname.

Dostatecné ucinny biocid by mél sniZovat pocty mikroorga-
nizma o 4 a vice dekadickych logaritmU pfi pouZiti simulace
slabého organického znecisténi v porovnani s kontrolou (misto
biocidu pouZzita sterilni voda).

6.1.3. Testovani antimikrobniho Gc¢inku dezinfekénich pripravka
diskovou difuzni metodou

Pro tento Ucel je tfeba referencnich a/nebo terénnich bakteri-
alnich kmen( zachycenych z mastitidniho mléka, nebo kmen
terénnich zachycenych z bazénovych vzorkd. Z referencnich kme-
nd Ize pouzit rody a druhy mikroorganismd uvedené v kapitole
6.1.2. Referenéni kmeny zajisti porovnatelnost vysledk( vysetre-
ni a mohou byt soucasné pouzity jako kmeny validacni pro tes-
tovani kvality disk( a pdd. Pro kultivaci kmend a provedeni testd
pouzijeme Mueller — HintonGv (MHA) agar bez krve (LMS s.r.o.
Jaromét, CR). U hdife nebo pomalu rostoucich kmen( (napt. he-
molytickych streptokok) je tfeba pouzit Mueller — Hinton(v agar
s krvi, nebo Iépe s jinym suplementem podporujicim rlst pavod-
ce (LMS s.ro. Jaromét, CR). Je tfeba viak upozornit, ze vysledky
mohou byt pridavkem krve nebo jiného organického suplementu
zkresleny. Agar musi byt precizné rozlity v Petriho misce v tloustce
4mm=0,5mm (na 1 plotnu o priméru 90 mm se rozléva obvykle
asi 25 ml pady). Bakterialni testovaci kultury by mély byt inkubo-
vany na MHA pri 37 + 1°C po dobu 16 — 24 hodin. Inkubacni doba
i teplota by mély byt u vSech pokust jednotné. Z kmend vyrobime
tésné pred pouZitim s pomoci bakteriologické klicky a turbidime-
tru suspenzi o hustoté 0,5° Mc Farlanda ve fyziologickém roztoku
s 1 % glukdzy nebo v Maximum Recovery Diluentu (MRD) (LMS
s.r.o. Jaromért, CR nebo Trios s.r.o. Praha, CR...).

Obrazek 9: Diskova difuzni metoda testovani antimikrobniho
ucinku biocidd. Antimikrobni ucinek se projevi vznikem zény
inhibice rdstu v okoli disku (foto: J. Bzdil).
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U Spatné nebo pomalu rostoucich mikroorganism (streptokoky)
je mozné pouzit suspenzi o hustoté 1° Mc Farlanda. Nasledné
naneseme mikropipetou 0,1 ml bakteridlni suspenze na zavadly
povrch agaru a dobre rozetfeme po povrchu agaru sterilni
plastovou hokejkou. Po zavadnuti inokula po 10 — 15 minutach
naklademe na povrch inokulovaného agaru disky (blank)
o priméru 6 mm (Thermo Fisher Scientific s.ro., Brno, CR)
napusténé ve zkoumaném biocidu o znamé koncentraci. Tésné
pred testem je nezbytné pripravit roztok presné podle navodu
vyrobce. Nékteré roztoky se musi vytvorit z vice slozek nebo
primisenim aktivatoru. Disky do cerstvého roztoku ponofime na
Petriho misce na 30 vtefin a pak je klademe na plotnu s kulturou
(asi 3 — 6 diskll maximalné na plotnu). Plotny inkubujeme obvykle
dnem vzh(ru pri 37 + 1°C po dobu 24 hodin. Mame-li pochybnost
o schopnosti disku absorbovat zkoumanou tekutinu, je mozné do
agaru vytvorit ddlky o priiméru 2 — 3 mm specialni sterilni raznici
a po naneseni kmene (RK) na povrch agaru mizeme nakapnout
1 -5 pl zkoumaného biocidu do kazdé takto vytvorené jamky dle
konzistence prostredku, pripadné mdzeme prostredek kapnout
ve stejném mnozstvi pfimo na povrch plotny po zavadnuti
bakteridlniho inokulatu, aby nedoslo k ,rozpiti zkoumaného
prostredku. Zakapané plotny inkubujeme ve striktné vodorovné
poloze dnem obvykle doll, aby nedoslo ke skapnuti zkoumané
latky. Pripadné zony inhibice zméfime posuvnym méritkem
s presnosti na desetiny mm, hodnoty zapiSeme do tabulek
a nasledné statisticky vyhodnotime. Pri testovani kultur mohou
byt pouZity i takzvané interferencni latky organické a anorganickeé,
jako jsou tvrda voda nebo interferencni roztok (kapitola 9, body
D-1). Nase praktickad zkuSenost ukazala, Ze pfimés organickych ani
anorganickych interferencnich latek ve vodé neméla Zadny vliv
na vysledek testl. Za vyznamné by bylo mozné vsak povaZzovat
vysoké nebo nizké pH pouzivanych roztok( a suspenznich Cinidel,
které samo o sobé muze branit v rdstu mikroorganism( nebo
zpUsobuje koagulaci v médiich. Pro minimalizaci chyby je treba
testy délat paralelné ve dvou aZ trech provedenich. Je treba
upozornit, Zze nékteré latky mohou byt mnoZstvim organickych
slozek v plidé vyvéazény a Zadna inhibice nemusi byt zaznamenana
ani v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostredku, nebo nemusi
byt ucinné latky schopny difize v agarech. Pak je tfeba zvolit
nékterou z metod v kapitolach 6.1.1. a 6.1.2.

NaSe praktické zkuSenosti ukazuji, ze diskova difizni metoda
nedava spolehlivé vysledky, prestoZe jsou opacné zkusenosti
publikovany i v mezinarodnich cCasopisech s impakt faktorem
(Fitzpatrick et al. 2019; Fitzpatrick et al. 2021). V nasem pripadé
bylo nejlepsich vysledkd dosahovano pouze u pripravkd na bazi
chlorhexidinu. Pricinu se nepodafilo odhalit, Ize se vsak domnivat,
Ze vétSina ucinnych latek se vaze na nékteré slozky agaru a neni
schopna timto agarem dostatec¢né difundovat. Opakované lepsich
vysledkd jsme dosahli dilu¢ni plotnovou metodou 6.1.5.

6.1.4. Testovani antimikrobniho Gc¢inku dezinfekénich pripravki
diluéni mikrometodou MIC / MBC

Publikovany byly metody stanoveni minimalniinhibi¢ni a minimal-
ni baktericidni koncentrace biocid( v tekutych médiich na mikro-
titracnich destickach. K testiim pouzijeme opét referenéni a/nebo
terénni bakteridlni kmeny zachycené z mastitidniho mléka, nebo
kmeny terénni zachycené z bazénovych vzork( mléka na bézném
Columbia krevnim agaru s 5 % berani krve nebo na tryptézo sojo-
vém agaru s 5 % berani krve (LMS s.r.0. Jaromé&¥, CR). Z referen¢-



nich kmen( lze pouzit rody a druhy mikroorganismd uvedené
v kapitole 6.1.2. Referenc¢ni kmeny zajisti porovnatelnost vysledk
vySetreni a mohou byt soucasné pouzity jako kmeny validacni pro
testovani a pad. K vlastnimu testu vytvorime klickou v Mueller —
Hintonoveé bujonu bakterialni 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 radé bude 1 bakte-
rialni kmen). Biocid (nebo Ucinnou latku) naredime ve zvlastnich
zkumavkach sterilni destilovanou vodou na koncentrace 10, 5,
1, 0,5 a 0,1 objemového %. Koncentrace mohou byt i vyssi nebo
nizsi. Nékteré pripravky je tfeba naredit predem podle navodu
vyrobce, nebo provést jejich aktivaci pred pouZzitim. Ve svislych
fadach priddme ke kazdému testovanému kmeni stejné mnozstvi
(0,5 ml) nafedéného biocidu v riznych koncentracich (viz Tabulka
5). Plotny prikryjeme vickem a inkubujeme pfi 37 + 1°C po dobu
kterych jiz nedojde k pomnozeni mikrob( a vytvoreni zakalu nebo
sedimentu v jamce plotny (viz Obrazek 10). Nasledné vyockujeme
klickou z kazdé jamky, kde nebyl zaznamenan nartst mikrob(, na
agarovou pudu a opét inkubujeme plotny pfi 37 + 1°C po dobu
16— 24 hodin. Pokud mikroorganismy z jamek bez zékalu narostly,
je mozné fici, Ze biocid zpUsobil pouze inhibici, pokud nenarostly,
je mozné fici, Ze biocidni prostfedek mél pouze inhibi¢ni Gcinek.
Breakpointy MIC a MBC se mohou lisit, pokud aktivni latka ucin-
kuje obojim zplsobem! Pro minimalizaci chyby je tfeba testy délat
paralelné ve dvou az tfech provedenich. Podobné jako u diskové
difuzni metody nepredstavuje primés anorganickych ani organic-
kych interferencnich latek v testech Zzadny problém, neZzadouci vliv
mdze mit jen vysoké nebo nizké pH, které samo o sobé mize bra-
nit v rlstu mikroorganismu nebo zplUsobovat koagulaci v médiich.
Je treba opét upozornit, ze nékteré latky mohou byt mnozstvim
organickych slozek v ptdé vyvazany a 7zadna inhibice nemusi byt
zaznamenana ani v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostredku.
Pak je treba zvolit nékterou z metod v kapitoladch 6.1.1. a 6.1.2.
Nase zkuSenost ukazuje na obcasné potize s redénim nékterych
komercné vyrabénych biocidd z ddvodu jejich hustoty nebo slo-
Zeni diky jejich velmi vazké, tukovité nebo pénovité konzistenci.

Obrazek 10: Testovani antimikrobniho ucinku biocidd diluéni
mikrometodou MIC/MBC. Antimikrobni G¢inek se projevi
inhibici rastu mikroorganizm(, nedochazi ke zkaleni média

vy

biocidu, kterd zastavuje rlst mikroorganizmd. Breakpointy
jsou na obrazku oznaceny Zlutymi Sipkami (foto: J. Bzdil).
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6.1.5. Testovani antimikrobniho Gc¢inku dezinfekénich pripravki
diluéni plotnovou metodou MIC / MBC

Nejprve vytvorime suspenzi testovacich mikroorganism(. Po-
uzijeme vybrané referenéni kmeny (viz kapitola 6.1.2.) a/nebo
iizolované terénni kmeny narostlé na Mueller — Hintonové aga-
ru. Z Cistych kultur vytvorime ve zkumavkach ve fyziologickém
roztoku nebo jiném médiu, které neni antagonistické s testo-
vanou 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 vytvoreni. Dale pripravime Mueller — Hinto-
ndv agar, ktery po autoklavovani vlozime ve sterilni nadobé do
vodni lazné na 50°C, kde bude aZz do pouziti. U hemolytickych
streptokokd mUzeme pridat do agaru 5 % berani krve. Pokud
faktory. Dale vytvorime fedéni ucinné latky nebo original pri-
pravku, které budeme testovat. Z plvodni suspenze vytvorime
zékladni koncentrace 10240, 2560, 320, 40, 5 a 0,625 mg/I,
ze kterych pak vytvorime finalni koncentrace v agaru od 512
mg/| agaru do 0,004 mg/| agaru (viz Tabulka 5). Podle potreby
je mozné vytvorit i jiné série fedéni, predevsim u komercnich
pripravkd, kde je ucinna latka obvykle jiz nafedéna. Konecné
fedéni Ucinné latky provedeme smisenim 1 ml predredéné
substance s 19 ml rozvareného MHA, dikladné ve zvlastnich
nadobkach promichame a nasledné rozlijeme na Petriho misky
o primeéru 90 mm a nechame pfi pokojové teploté ztuhnout.
Inokulum preneseme na osusené plotny véetné 1 kontrolni bez
testované latky replikatorem s koliky o prdméru 2,5 mm nebo
mikropipetou ¢i bakteriologickou klickou. Objem inokula by
mél byt 1 ul (koncentrace 104 CFU/1 ml).



Tabulka 5: Redéni testované antimikrobni latky pro testy plotnové dilu¢ni MIC (upraveno dle EUCAST 2000).

Vychozi fedéni ucinné | Objem vychozi suspen- | Objem pfidané desti- | Vysledna koncentrace | Vyslednd koncentrace

latky (mg/l) ze pro dalsi fedéni (ml) | lované vody v dal$im | findlniho fedéni (mg/l) | latky v 19 ml agaru po
redéni (ml) pridani 1 ml finalni sus-

penze (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

Inokulacni body se nechaji zaschnout pri pokojové teploté. Plot-
ny se nasledné inkubuji dnem vzh(ru po dobu 18 aZ 24 hodin pfi
35—37°C, nevyzaduji li to podminky jinak. Odecte se, ve kterém
int) a hodnoty se zaznamenaji. Na 1 plotnu je mozno inokulovat
3 i vice bakteridlnich kultur, pokud nedojde k propojeni inhibic-
nich zén nebo prerlstani ploten. Znovu je tfeba upozornit, Ze
nékteré latky mohou byt mnoZstvim organickych slozek nebo
jinych slozek v pGdé vyvazany a zadna inhibice nemusi byt za-
zZnamenana ani v nejvyssi koncentraci zkoumaného prostredku.
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 na-
priklad metoda diskova difuzni uvedena v bodé 6.1.3. a soucas-
né méneé pracna a nakladna nez metoda 6.1.4.

Toto testovani ma sva uskali. Je tfeba si uvédomit, Ze pracu-
jeme v kontaminovaném prostredi s aerosolovou a prasnou
zatézi a proto je treba pracovat rychle a Cisté. Je tfeba pouzi-
vat ochranné pracovni prostfedky a gumové rukavice, které je
treba mezi kazdym odbérem nebo Ukonem dezinfikovat éte-
ralkoholem, protoze se rychle odparuje, nezanechava rezidua
a nezkresluje tak nalezy. Eter a alkohol by mély byt smiseny
v poméru 1:1 a alkohol by mél mit koncentraci alespor 60%.

Tento zpUsob testovani zahrnuje podobné postupy jako testovani
in vitro v laboratornich podminkach. Lze ho provést s pomoci vih-
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Cenych stérovych tampon( z presné rozmérové stanovené plo-
chy (obvykle 100 cm2) s pomoci sterilni Sablony a stérového tam-
pdnu, ktery se po expozici umisti do zkumavky s vhodnou pevnou
pldou zabranujici rGstu a multiplikaci mikrobd, napriklad Amie-
sovou pldou s aktivnim uhlim (osvédceny je systém Transbak,
Dispolab Brno, CR nebo PUR-Blue, Bioing, Ivancice, CR...), nebo
se urychlené dorudi do laboratore pri maximalné +4°C v origi-
nalnim obalu nebo nadobce, aby vatova hlavice nevyschla, nebo
se vloZi pfimo do sterilniho fediciho nebo fyziologického roztoku
a vytrepe se do média na misté odbéru po dobu 5 min + 10 sec.
Po vytrepani se tampodn z roztoku odstrani, aby doba, po kterou
se uvolnuji mikroorganizmy do roztoku, byla standardni. Dalsi
metodou je stér z povrchu exponované plochy abrazivni navlh-
¢enou houbickou. Metody mohou byt provedeny postupy kvan-
titativnimi nebo kvalitativnimi s ur¢enim pritomnosti nebo ne-
pritomnosti zvolené skupiny, rodu nebo druhu mikroorganisma
(S. aureus, E. coli, S. uberis, E. faecalis, Salmonella species atd).
Dalsi metodou muZe byt otisk s pouzitim kontaktniho agaru na
plotné (LMS s.r.o. Jaromét, CR) nebo s pouzitim otiskovych aga-
rd kontaktni soupravy, napf. Hygicult nebo Easicult (Aidian Oy,
Espoo, Finland). Posledni jmenované soupravy jsou ale nedmeér-
né drahé. Metodiky jsou jiZ popsany v kapitolach 6.1.2.1-6.1.2.4.
a vychézeji z metodik CSN EN 1040, CSN EN 1656, CSN EN 14349
a CSN EN 16437+A1. Dle uvedenych metodik je mozné testovat
originalni mikrobidlni zatéZ prostredi pred a po rutinni aplikaci
biocidu, nebo provést experimentalni kontaminaci povrchu refe-
rencénim nebo terénnim bakteridinim kmenem a pokus s presné
fedénou Ucinnou latkou dle norem. Pfi testovani Ucinnosti bioci-
du provedeme stér (otisk) z dané plochy pred dezinfekci a pak po
dezinfekci, vysledky se porovnaiji.



6.2.2. Testovani antimikrobniho Uc¢inku dezinfekénich pripravki
na organickych povrsich

Za organické povrchy povazujeme predevsim srst, kizi a slizni-
ce zvifat. V nasem pfipadé se jedna o kdzi vemene respektive
struku. Je tfeba pamatovat, Ze stdj, lezisté i klize zvifete jsou
obvykle silné kontaminovany stajovou mikroflérou. Kazdy Ukon
navic zvife stresuje a mlze to byt osobé, kterd odbér prova-
di, ddno najevo i velmi nevybiravym zplsobem. Je proto tfeba
pracovat rychle, klidné, Cisté a presné a vystavovat odbérovy
materidl vlivu prostfedi jen nad dobu nezbytné nutnou.

6.2.2.1. Testovani Uc¢inku dezinfekéniho prostfedku s pomoci
stéru

K odbéru stérli se obvykle pouzivaji systémy Transbak nebo
PUR-Blue (Transbak, Dispolab Brno, CR nebo PUR-Blue, Bioing,
Ivancice, CR...). Suchy tampon PUR-Blue je pro nase ucely lep-
Si, protoze ma vétsi stérovou plosku a pevnéjsi, kratsi a také
robustnéjsi tycinku, kterd umoznuje vyvinout pfi stirdni vetsi
tlak na k@zi. Stérovy tampdn nejprve zvlihéime doporucenou
sterilni prepravni tekutinou, jako je fyziologicky nebo fedici
roztok, ve kterych by nemélo dochdzet k rdstu a multiplikaci
mikroorganismU. Tyto roztoky pouzivame tehdy, pokud zjistu-
jeme jen bakteridlni zatéZ ploch. Pokud provadime testy s bio-
cidy, je dobré pouzivat neutralizacni roztok, ktery by mél navic
neutralizovat biocidni latku. Zvihceni provedeme nejlépe ve
sterilnich podminkach laboratofe nejdéle 24 hodin pred od-
bérem. Prebytek tekutiny vypudime z tamponu jeho mirnym
stlacovanim o sténu nadobky za souc¢asného pootécéeni kolem
jeho podélné osy jesté v laboratofi. U systému Transbak vatovy
konec stérovky mizeme zvlhcit i ponofenim do prepravni pady
tésné pred jeho pouzitim. Od zvlhéeni do okamzZiku pouziti
uchovame tampony pfi chladnickové teploté do +4°C. V prvni
fazi provedeme nejprve stér z povrchu neomytého a nedezinfi-
kovaného struku s pouzitim sterilnich gumovych rukavic. Vlast-
ni stér provedeme pod mirnym tlakem trojim obkrouzenim
hrotu struku ve vzdalenosti do 1 cm od hrotu véetné vyusténi
strukového kandlku se soucasnym pootacenim tampdnu kolem
jeho podélné osy, abychom co nejefektivnéji vyuzili stérovou
plosku. Stirdni by mélo trvat 10 vtefin. Exponovany tampon za-
suneme 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 prove-
deno do 24 hodin po odbéru. Doba od odbéru do zpracovani
musi byt vzdy konstantni. Ve druhé fazi provedeme dezinfekci
stejného struku predipem a vyckame, dokud neprobéhne ex-
pozicni doba stanovena vyrobcem. Pokud vyrobce nestanovi
konkrétni expozi¢ni ¢as, provedeme odbér po 0,5- 3 minutach
expozice (obligdtni doba expozice) a to stejnym zplsobem,
jako u nedezinfikovaného struku. CSN EN stanovi pro predi-
py minimalni expozi¢ni dobu 0,5 minuty + 5 sec a maximaln{
3 minuty + 10 sec. Pokud bychom chtéli sledovat Gc¢innost pro-
stfedku, méizeme v souladu s uvedenymi CSN EN provést od-
béry v rlznych ¢asech po aplikaci dezinfekéniho pfipravku (1,
5, 30, 60). Po odbéru stéru po osetreni predipem je tfeba zvite
vydojit a ndsledné aplikovat postdip. Ve tfeti fazi provedeme
dalsi odbér ze stejného struku po aplikaci postdipu a expozici
minimalné 1 minuty + 5 sec a maximalné 30 minut + 10 sec
(opét stanoveno normami CSN EN). Uchovani, transport do
laboratore a zpracovani vzorkd jsou stejné jako u nedezinfiko-
vanych struk(. V laboratofi provedeme vytfepdni a uvolnéni
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mikroorganismU z tampdnl po presné stanovenou dobu (ob-
vykle 5 minut + 10 vtefin) s pomoci vortex mixéru do sterilniho
neutraliza¢niho roztoku o objemu 2 ml. Pak je tfeba tampon
z tekutiny ihned vyjmout a tuto tekutinu naredit v fadé dese-
tindsobnych Fedéni a vSe nakultivovat (viz nize). To znamen3,
7e 1 ml pGvodni suspenze (fedéni 10° po vytfepani tamponu
pfeneseme do 9 ml sterilntho fyziologického roztoku nebo
autokldvem sterilizovaného fyziologického nebo fediciho (di-
lu¢niho) roztoku obsahujiciho 8,5 g NaCl a 1 g tryptonu (pan-
kreatického digestatu kaseinu) v 1000 ml sterilni destilované
vody s vyslednym pH 7,2 + 0,2 (vyrabi béZné LMS Jaromér),
¢imz vznikne redéni 10, Po dikladném promiseni na vortexu
odebereme z 1. fedéni opét 1 ml suspenze a preneseme do
9 ml dalsiho fyziologického nebo fediciho roztoku, ¢imz vznik-
ne druhé fedéni 102 Tak pokracujeme az do fedéni 10°. Z kaz-
dého redéni véetné plvodni suspenze (10°) pak nakultivujeme
0,2 ml tekutiny na kazdou plotnu s TSA (Trypton séjovy agar,
vyrabi bézné LMS Jaromér), Zivnym agarem, masopeptonovym
krevnim agarem, pfipadné selektivné diagnostickou pldou.

Obrazek 11: Rlzné typy stérovych tampon(. Vievo suchy
tampon, uprostfed zkumavka na exponovany suchy tampon,
vpravo stérovd souprava a zkumavka s transportni plidou
(foto: J.Bzdil).

Ry 2g 1 r

Obrazek 12: Stérova souprava pro odbér materidlu z presné
definované plochy. Vlevo je sterilni $ablona, uprostied
transportni zkumavka s roztokem a vpravo je stérovy tampén
(foto: J. Bzdil).



Inokulat rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechdme na
povrchu agaru zavadnout. Inokulované plotny inkubujeme
24 hodin pfi 37 = 1°C v aerobni atmosfére, pokud nehledame
anaeroby. Kazdou kultivaci z kazdého redéni provedeme na
2 agarové plotny (duplikované), abychom minimalizovali chy-
bu a zpresnili vysledek. Pokud bychom inokulat chtéli zalit do
agaru, bylo by tfeba pouzit 1 ml suspenze. Metoda zalévani
je vsak podstatné pracnéjsi a u neprthlednych agard (MPKA,
Rambach atd.) ji nelze pouZit. Pfi vypoctech CFU (KTJ) tedy po-
uzijeme primeérny pocet kolonii vypocteny z obou ploten kaz-
dého redéni. Pokud je po inkubaci nardst slaby, nebo nic ne-
naroste, je mozné tuto inkubaci prodlouzit na 48 hodin. Casy
a podminky inkubaci je vsak treba ve vSech pripadech sjedno-
tit! Vysledné pocty kolonii vyndsobime péti a hodnotou redéni
a ziskdme tak pocet CFU (KTJ) v 1 ml plvodni suspenze. Pokud
vysledné pocty nasobime 10, ziskdme pocet mikrobt (KTJ resp.
CFU, TNM) v celém tamponu. Je tfeba promyslet a sjednotit,
jak vysledky hodnotit. Hodnoty CFU (KTJ) je dobré prevést do
podoby dekadickych logaritmU. Vysledky zapiSeme a statisticky
vyhodnotime. Uginek dip(l je mozno oznadit za vyhovuijici pfi
poklesu mikroorganism( po dezinfekci alepor o 5 Ig (dekadic-
kych logaritm(). Odbér s pomoci tampdn( je méné validni nez
u houbicek a smyv(, protoze nemusime dokonale setfit celou
vySetrfovanou plochu. Navic mdze snadno dojit ke kontaminaci
stérovky stajovym prachem a aerosolem pfi odbéru a manipu-
laci s tamponem. Mezi jednotlivymi testovanymi struky je tre-
ba vyménit gumové rukavice nebo je desinfikovat éteralkoho-
lem, ktery je potreba po aplikaci nechat odvétrat (je to otazkou
nékolika sekund). Odpareni roztoku se pozna tak, Ze prestane-
me pocitovat chlad v prstech a na dlanich ruky pres material
rukavice. PFi manipulaci s éteralkoholem je pfisné zakazano
pouzivat otevieny ohen, protoZe hrozi nebezpedi vzniceni!

Pro naSe potreby je idealni napriklad vihcend celulézova hou-
bicka v homogenizacnim sacku o objemu 530 ml bez média
(Bioing, Ivan¢ice, CR). MGzeme pouzit i vlhéenou polyureta-
novou houbicku s rukojeti a 530 ml homogenizac¢ni sacek do
Stomacheru s dratkem bez média. Odbér provedeme opét ve
sterilnich gumovych rukavicich. Houbicku, ktera neni vihéena,
maximalné 24 hodin pred odbérem zvihéime fyziologickym
nebo redicim roztokem a pres sténu sacku ji vymackame prsty
a zbavime prebytecné tekutiny. Pokud zkoumame ucinky bio-
cidd, zvlihéime houbicku neutraliza¢nim roztokem a pres sténu
sacku ji opét dikladné vymackame a zbavime prebytecné teku-
tiny a prebytecnou tekutinu odsajeme. Pri odbéru ji sterilné vy-
jmeme ze sacku a abrazivni vrstvickou dlkladné otreme struk
od hrotu struku smérem k jeho bazi do vzdalenosti 1 cm od
hrotu struku. Lze setfit i vétsi plochu, ale tato plocha musi byt
konstantni pfi vsech odbérech. Vyuzivdme pfi tom celé abra-
zivni plochy houbicky a plsobime na kdzi pfimérenym tlakem
prstd 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. Nasled-
né struk vydezinfikujeme danym dezinfekénim prostredkem,
nechdme exponovat po dobu predepsanou vyrobcem nebo
0,5 min + 5 sec az 3 min + 10 sec a odbér provedeme stejnym
zplsobem jako pred dezinfekci. Stejnym zplsobem provede-
me i dezinfekci a expozici postupem, jen expozice bude trvat
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minimalné 1 minutu £ 5 sec a maximalné 30 minut + 10 sec
(opét stanoveno normami CSN EN). Uchovani, transport do
laboratore a zpracovani vzork( je shodné jako u nedezinfikova-
nych struk. V laboratofi k houbicce v sacku pfilijeme sterilné
10 ml neutralizac¢niho roztoku a vloZime do homogenizatoru
(Stomacher) a pfi plném vykonu homogenizujeme po dobu
(obvykle 5 minut + 10 vtefin). Pak houbicku pres sténu sac-
ku vyzdimame prsty a odstranime ze sacku a vysetfime sus-
penzi. Nasledné provedeme opét naredéni plvodni suspenze
desetinasobnou rfadou fedéni, coz znamena, ze 1 ml pavodni
suspenze preneseme do 9 ml fediciho roztoku, ¢imz vznikne
fedéni 101. Po dikladném promiseni na vortexu odebereme
z 1. fedéni opét 1 ml suspenze a preneseme do 9 ml dalsiho
fediciho roztoku, ¢imz vznikne druhé redéni 102. Tak pokracu-
jeme az do redéni 10°®. Z kazdého redéni véetné plvodni sus-
penze 10° pak nakultivujeme 0,2 ml tekutiny na 2 plotny s TSA,
nebo masopeptonovym krevnim ¢i jinym agarem. Inokulat
rozetfeme plastovou sterilni hokejkou a nechame na povrchu
agaru zavadnout. Inokulované plotny inkubujeme dnem vzha-
ru 24 hodin pri 37 + 1°C v aerobni atmosfére, pokud nehleda-
me anaeroby. Inkubaci je mozné prodlouZzit na 48 hodin, pokud
je narast slaby, nebo nenaroste nic. Doby a podminky inkubaci
je vSak potreba sjednotit, aby vysledky byly komparabilni. Dob-
ré je délat z kazdého redéni kultivaci na 2- 3 plotny s agarem
a soucty pak zprdmeérovat.

BIOIBYCE

Obrdzek 13: Odbérova souprava se stérovou abrazivni
houbickou, kterou lze stirat vySetfované povrchy v terénu
a v laboratori mikrobiologicky vysetfit (foto: J. Bzdil).

Pocty kolonii spocteme, vynasobime 5 a hodnotou redéni
a ziskame tak pocet CFU (KTJ) v 1 ml plvodni suspenze nebo
50 a hodnotou redéni a dostaneme pocet CFU v celém stéru.
Vysledky zapiSeme a statisticky vyhodnotime. Stérovani hou-
bickami je efektivnéjsi, dikladnéjsi a hrozi mensi moznost kon-
taminace nez u stérovych tampon(.

K odbéru mizeme poufZit sterilni odbérové PE sacky, treba Na-
sco WHIRL-PAK o objemu 58 ml (7,5 x 12,5 cm), (Bioing, Ivan-
¢ice, 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 pred pouzitim napl-
nime sterilnim fyziologickym nebo fedicim roztokem o obje-



mu 10 ml. Testujeme-li biocid, pouZijeme neutralizacni roztok
o objemu 10 ml a sterilné uzavieme. Nedezinfikovany struk
vsuneme do sacku, ktery pfi bazi struku palcem a ukazovakem
levé ruky stiskneme, aby do sacku nenapadal prach ani aerosol
a struk s pomoci palce, ukazovaku a prostredniku pravé ruky
dlkladné pod mirnym 10 vtefin omyvame a ddkladné ze vSech
stran hnéteme do délky 3 cm od hrotu struku smérem k jeho
bazi. Lze smytivétsiplochu, ale velikost smyvané plochy je treba
sjednotit u vSech odbérd. Pak struk vyjmeme a sacek uzavieme
zipem a pri teploté 4°C ho dopravime do laboratore. Nasledné
struk vydezinfikujeme danym dezinfekénim prostfedkem (pre-
dipem), nechdme exponovat po dobu predepsanou vyrobcem
nebo 0,5 min + 5 sec a7 3 min + 10 sec. Nasledné provedeme
vydojeni mléka a stejnym zplsobem provedeme i dezinfekci
a expozici postdipem, jen expozice bude trvat minimalné 1 mi-
nutu = 5 sec a maximalné 30 minut + 10 sec (opét stanoveno
normami CSN EN). Uchovani, transport do laboratoFe a zpraco-
vani vzorkd jsou shodné jako u nedezinfikovanych strukd. V la-
boratofi sacky se smyvy v neutralizacnim roztoku vlozime do
homogenizdtoru (Stomacher) a pfi plném vykonu homogeni-
zujeme po dobu obvykle 5 minut + 10 vtefin. Nasledné prove-
deme opét naredéni pdvodni suspenze desetindsobnou fadou
fedéni, coz znamena, Ze 1 ml plvodni suspenze preneseme do
9 ml fediciho roztoku, ¢imzZ vznikne fedéni 10, Po dikladném
promiseni na vortexu odebereme z 1. fedéni opét 1 ml suspen-
ze a preneseme do 9 ml dalsiho fediciho roztoku, ¢imz vznikne
druhé redéni 102. Tak pokracujeme az do redéni 10°. Z kaz-
dého redéni véetné plvodni suspenze 10° pak nakultivujeme
0,2 ml tekutiny na 2- 3 plotny s TSA nebo masopeptonovym
krevnim ¢i jinym agarem, inokulat rozetfeme plastovou sterilni
hokejkou a nechame na povrchu agaru zavadnout. Inokulované
plotny inkubujeme dnem vzhiru 24 hodin pfi 37 + 1°C v aerob-
ni atmosfére, pokud nehledame anaeroby. Inkubaci je mozné
prodlouzit na 48 hodin, pokud je nardst slaby, nebo nenaroste
nic. Doby a podminky inkubaci je vSak potreba sjednotit, aby
vysledky byly komparabilni. Sou¢ty CPM z obou ploten zpri-
mérujeme. Pocty kolonii spo¢teme, vynasobime 5 a hodnotou
fedéni a ziskame tak pocet CFU (KTJ) v 1 ml plvodni suspenze
nebo 50 a hodnotou rfedéni 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. nejefektiv-
néjsi a nejpresnéjsi, protoze do sacku pri smyvani nenapadaji
7adné nedistoty a zadné mikroorganismy neulpi na povrchu
stérového tamponu ani houbicky. Obtizné se vsak kontroluje
rozsah smyvané plochy struku.

Stéry lze provést i zvlhcenym tamponem z plochy 100 cm?
s pouzitim sterilni plastové Sablony a vyhodnotit kvalitativné
(zastoupeni jednotlivych druht, rodd a skupin mikrobd) nebo
kvantitativné (pocty mikrobl na jednotku plochy nebo objem
média). U kvalitativni metody je tfeba prfimo nakultivovat stér
nebo smyv na TSA, masopeptonovy krevni agar nebo selek-
tivné diagnostické pady, provést inkubaci, odecitani vysledkd.
Interpretaci je tfeba provést sdélenim, zda hledany mikroor-
ganizmus byl nebo nebyl detekovan (kvalitativni metoda vy-
Setreni). V pripadé kvantitativniho hodnoceni se stanovenim
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poctu mikroorganizm( (KTJ, CFU, TNM) exponovany tampon
vloZzime do zkumavky s 5 ml fyziologického nebo neutralizac-
niho roztoku a ddkladné jej v roztoku vytfepeme s pouzitim
vortex mixéru po dobu obvykle 5 minut + 10 vterin. Soucasné
pripravime radu zkumavek s 9 ml fyziologického roztoku (asi
6 redéni podle predpokladu mikrobidlni zatéze). Ze zkumavky
s tamponem (fedéni 10°) provedeme preneseni 1 ml suspenze
do prvni zkumavky a dlkladné vortexujeme 10 sec, ¢imZ vy-
tvorime redéni 10, z prvni zkumavky preneseme opét 1 ml
a premistime do druhé zkumavky, ¢imz vytvorime redéni 107,
podobné pokracujeme dal az do redéni 10°. Po dikladném
promichani vSech suspenzi véetné plvodni (10°) provedeme
kultivaci 0,2 ml na kazdou agarovou plotnu, inokulat rozetfreme
plastovou sterilni hokejkou a nechame na povrchu agaru za-
vadnout. Inokulované plotny inkubujeme 24 hodin pfi37 £ 1°C
v aerobni atmosfére, pokud nehleddme anaeroby. Tento typ
stérd je vhodny pro potravinarské, zemédélské a dalsi provozy.
Vysledky odecteme, zaznamename a vyhodnotime statisticky.
Byva zvykem, Ze se pocty KTJ (CFU) prevedou na dekadické lo-
garitmy a ty se porovnavaji.

Tato metoda se s obménami pouzivd i jako kontrola Ucinnosti
dezinfekce v chovech zvifat na bazi pfitomnosti koliformnich
bakterii ve vySetfovanych stérech. Metoda vychazi z predpo-
kladu, Ze koliformni bakterie plsobi jako indikatorové mik-
roognanizmy pretrvavajici fekalni kontaminace prostredi a tedy
i neuc¢inné provedené dezinfekce. Principem testu je vySetreni
6 stérd na pritomnost koliformnich bakterii, které po pomno-
zeni v tekuté padeé zkvasuji laktézu s tvorbou plynu. Stéry jsou
prijaty a vySetreny jako jednotlivé vzorky. Tampony pred odbé-
rem zvlhéime ve sterilnim fyziologickém nebo fedicim roztoku
a prebytek tekutiny z tampdnd vytlacime rotacnim pohybem
kolem podélné osy tamponu o sténu nadobky s roztokem. Pro-
vedeme stér asi ze 100 cm? testované plochy. Tampodn pak vio-
Zime sterilné do plvodniho obalu a doruc¢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 pti 37 + 1°C po dobu 24 hod, pripadné az 48 hod.
Po 24 hod inkubaci pidy vyhodnotime a v pripadé, Ze nebyl za-
znamenan nardst, prodluzujeme inkubaci az na 48 hod. V pri-
padé narlstu provedeme vyhodnoceni dle Tabulky 6.

Tabulka 6: Znaky narlstu bakterii v APW (upraveno dle Bzdil,
2021)

PFiznak Pritomnost priznaku
Zakal (rist) + -
Tvorba plynu + -

Zména pH(barvy) + -

Koliformni bakterie

Prokazany Neprokazany

Legenda:
Koliformni bakterie neprokdzdny zdvérecnd dezinfekce ucinnd
Koliformni bakterie prokdzdny zdvérecna dezinfekce neucinnd

Mimo normu Ize hodnotit test 10 tampdnl s obmeénou. Kazdy
tampon zalomime do samostatné zkumavky s Andrade Pep-
tone Water s laktézou a plynovkou. Inkubujeme pfi 37 + 1°C
po dobu 24 hod, pfipadné az 48 hod. Pokud neni ani pak za-
znamenan narlst, nebo je zaznamenan nardst maximalné ve



2 zkumavkach, je dezinfekce vyhovujici, pokud je porost zazna-
menan ve 3- 6 zkumavkach, je dezinfekce podminéné vyhovu-
jici, pokud je rUst zaznamenan v 7 a vice zkumavkdch, pak je
dezinfekce nevyhovujici. Podobné vysSetreni lze provést i s ji-
nymi tekutymi pddami. Z pGd s nérlistem Ize provést vyocko-
vani na masopeptonovy krevni agar a nékterou selektivné dia-
gnostickou pldu podle toho, kterd druhy mikrobd nas zajimaji.
Salmonely je mozno zachytit na XLD nebo Rambachové agaru,
streptokoky na Edwardsové agaru, enterokoky na Slanetz-Bart-
leyové agaru, stafylokoky na krevnim agaru nebo Baird-Parke-
rové agaru, enterobakterie na Endové nebo Mac Conkeyové
agaru.

6.2.3.2. Otisky z prostredi s pomoci kontaktnich agar(i na
plotnach nebo desti¢kach

V misté odbéru vyjmeme agarovou plotnu z obalu, odkryje-
me vi¢ko a agar pfitiskneme jemné k vySetfovanému povr-
chu, aby dlkladné na tento povrch dosedl celou plochou, ale
aby nepraskl nebo nebyl jinak poskozen (viz Obrazek 14). Po
5 — 10 vtefindch agar z testované plochy sejmeme, uzavie-
me vickem, vlozime zpét do primarniho obalu nebo sterilniho
plastového sacku a doddme do laboratore pfi +4°C. Inkubace
kontaktniho agaru s krvi se provadi aerobné, v pfipadé pad ur-
Cenych pro detekci anaerobl anaerobné pfi 37 + 1°C po dobu
24 hodin. V pfipadé, Ze na plotné nic nenaroste, prodlouzime
inkubaci az na 48 hodin. Kontaktni pldy na kvasinky a plisné je
tfeba inkubovat 48- 120 hodin a denné je kontrolovat. Pocet
narostlych kolonif odecteme a zaznamendme do pracovniho
protokolu. Kvantum mikrob( je mozno vyjadfit na 1 cm? nebo
na 100 cm?. Pocty mikrobl vydélime plochou plotny v cm?
(mr?), ¢imz ziskame pocet kolonii (CFU tedy Colony Forming
Units) na 1 cm?. Po vyndsobeni tohoto vysledku ziskame po-
Cet kolonii KTJ (CFU) na 100 cm?. Plotna s agarem o prdméru
90 mm ma plochu 63,6 cm?.

Obrazek 14: Otisk z mikrobiologicky testovaného povrchu
s pomoci takzvaného kontaktniho (otiskového) agaru. Po
expozici se agar necha 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
papirk a béznych agard na plotnach.

V testovaném prostoru vyjmeme sterilni pinzetou z obalu ste-
rilni ¢tvercovy filtracni papir o rozmérech 5 x 5 cm (25 cm?),
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smocime ho v nddobce ve sterilnim fyziologickém roztoku, na
sténé nadobky ho nechdme opatrné okapat od prebytecné
tekutiny a polozime a dikladné pritiskneme na testovany po-
vrch sterilni pinzetou. Po 5- 10 vtefinach exponovany papirek
sejmeme z testované plochy a exponovanou stranou ho pfi-
tiskneme doprostred agarové plotny, pfitlacime lehce pinzetou
k agaru, aby pod nim nebyly vzduchové bubliny. Po 10 vtefi-
nach papirek odstranime, plotnu s agarem uzavieme a ozna-
¢enou plotnu vloZzime do sterilniho prepravniho obalu a kra-
bicky a doruc¢ime do laboratore pfi +4°C. Inkubace a odecitani
se provede jako v bodé 6.2.3.2. Po odecteni poctu narostlych
kolonii provedeme prepocty na 1 cm? (vydélenim poctu kolonii
25), nebo na 100 cm? (vynasobenim poctu kolonii 4).

6.2.3.4. Otisky z prostfedi s pomoci kontaktnich agard
v otiskovych soupravach

Toto vysetfeni Ize provést napriklad s pomoci souprav Hygicult
nebo Easicult. Testovaci nddobky vyjmeme z krabic¢ky na mis-
té provedeni testu, odSroubujeme vicko s destickou naplné-
nou agarem. Opatrné, aby agar nebyl poskozen, pfitiskneme
na testovanou plochu a 5- 10 vtefin exponujeme. Po expozici
vicko s destickou vsuneme zpét do naddobky (nebo obalu) a za-
Sroubujeme nebo hermeticky uzavieme, ddme do prepravniho
sterilniho obalu a do pfepravniho boxu a doruc¢ime do labora-
tofe pfi +4°C. Pfi inkubaci se Fidime pokyny vyrobce. Pokud ne-
jsou k dispozici, provedeme inkubaci jako u agar(i na plotnach.
Soupravami je mozné zméfit mnozstvi mikrob( i v tekutinach.
Desticka se celd ponofi do tekutiny na 5 vtefin, po vytaZeni se
zbytky stékajici tekutiny odsaji na dolni hrané pritisknutim k sa-
vému sterilnimu papiru a vi¢ko s destickou opét zasuneme a za-
Sroubujeme do nadobky a vie vloZime do prepravniho obalu.
Inkubaci provedeme dle ndvodu vyrobce nebo dle predchozich
instrukci. Po inkubaci se desticka porovna se Skdlou porostd na
fotografiich na pfiloZzeném letdku anebo se kolonie presné spo-
¢itaji a pocet CFU se prepocte na 1 cm? nebo na 100 cm? plo-
chy. V pfiloZzeném letaku jsou stanoveny i kritické hodnoty po-
¢th mikrobd. Pri 10? CFU je hodnocena kontaminace povrchu
jako mirna (slight), pri 10° CFU jako primeérna (moderate) a pfi
10* CFU jako silna (heavy). Misto kontaktnich souprav, které
jsou velmi drahé, mizeme pouZzit takzvané kontaktni agary na
Petriho miskdch, které jsou béziné vyrdbény napt. spolecnosti
LMS Jaromé&¥, CR. Pocty KTJ na plotné spocitdme a pfepocteme
na 1 cm? nebo na 100 cm? zkoumané plochy.

6.3. Praktické vystupy pro chovatele a odbornou verejnost

Chovy skotu mlzeme rozdélit podle jejich zaméfeni na chovy
urcené 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 velkd ¢ast produkce realizovdna pastev-
nim zplsobem a zvifata jsou tak podstatné silngjsi a imunitné
odolnéjsi vaci rdznym inzultim a jsou také otuzilejsi. Chov zvi-
fat ve venkovnim prostfedi ma také tu vyhodu, Ze zde nedo-
chdzi ke koncentraci tak velkého mnozstvi mikroorganizmi na
malé plose, jako je tomu u stdjového chovu. U masného sko-
tu se mGzeme setkdvat predevsim s onemocnénimi koncetin
a onemocnéni oci (infekéni keratokonjunktivitida neboli IKKS),
u stajové produkce také s respiraénimi problémy a méné cas-
to i s metabolickymi onemocnénimi a vzacné i s intoxikacemi.
U dojeného skotu je situace ponékud odlisnd. Do hry vstupuje



v prvni radé mlécna Zlaza, kterd je nejslabsim c¢lankem zvirat
z hlediska mozné infekce a je z veterinarniho hlediska takzva-
nym ,locus minoris resistentiae”, tedy nejslabsim clankem
zdravi zvirete. Obcas byvaji u dojeného skotu zaznamenavana
metabolickd onemocnéni, jakymi jsou acidodza, alkaldza nebo
ketdza. Z dalSich problémd se u dojeného skotu mizZeme se-
tkat s poporodnimi infekcemi pohlavniho aparatu, respira¢nimi
nebo pridjmovymi onemocnéni a to predevsim u telat a mladé-
ho skotu. U dospélého skotu byvaji zazivaci problémy spojeny
se zavaznymi onemocnénimi, jakymi jsou paratuberkuldza, bo-
vinni virova diarrhoea (BVD) nebo vzacné salmoneldza. V né-
kterych pripadech byvaji problémem i onemocnéni pohybo-
vého aparatu, zejména pazneht( a kGize, mékkych tkani a kosti
distalnich (dolnich) c¢asti koncetin. Z toho mizZeme odvodit,
jaka preventivni a profylakticka opatreni bychom méli volit:

¢ Mikrobiologicka kontrola kvality mléka a diagnostika one-

mocnéni mlécné Zlazy

¢ Mikrobiologické testy ucinnosti dezinfekce mlécné zlazy

¢ Mikrobiologicka kontrola prostredi staje a dojirny

¢ Mikrobiologicka vySetreni telat se zdravotnimi problémy

¢ Mikrobiologickad diagnostika problém( s pohybovym apa-

radtem
¢ Metabolické testy v pripadé zdravotnich problému

Za timto Ucelem byla vénovana velka pozornost nasi publika-
ce 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 chova-
telskymi problémy a jak veskeré informace vyuzit v praxi. Tato
¢ast nasi publikace byla plvodné zpracovana pro chovatele
skotu v rdmci nami rfeSeného projektu ¢. QK22020292. Uve-
dené metodiky mély byt pouzivany k ovérovani ucinnosti dez-
infekénich pripravkd slouzicich k osetfeni vemene dojnic pred
a po dojeni a také k mikrobiologickému monitoringu povrchu
vemene, prostredi a zafizeni stdji, které mohou mit vliv na hy-
gienu a kvalitu ziskdvaného mléka. Tyto postupy Cerpaly z Ces-
kych statnich norem (CSN), metod publikovanych v zahrani¢-
nich odbornych ¢asopisech a na jejich zdkladé byly vytvoreny
i vlastni metodiky. DUsledné udrZzovani hygieny ve stajich a na
dojirné mohou mit dopad na zdravi zvifat a tim i ekonomiku
chovu, zdrava zvirata nevyzaduji antibiotickou intervenci a ruku
vruce s tim nedochazi ke kontaminaci Zivotniho prostredi zbyt-
ky antimikrobnich latek a nedochazi k tvorbé a Siteni bakteri-
alnich kmend odolnych vici témto latkam jak ve zviteci, tak
v lidské populaci i v prostredi, ve kterém zijeme, ale o tom jiz
byla zminka v Uvodu.

Podivejme se na nékterd fakta, kterd jasné ukazuji, Ze hygiena je
alfou i omegou kazdého Uspésného chovu zvitat a jako priklad
vezméme mikrobiologickou kvalitu mléka. Po roce 1989 doslo
v Ceské republice k naprostému kolapsu v mikrobiologickych
kontroldch mléka, ve statni sféfe zanikly funkce takzvanych
laktologli, ktefi dohlizeli na zdravi mlécné Zlazy abyli jakymi-
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si garanty mikrobiologické nezavadnosti a kvality ziskdvaného
mléka. Tito lidé zacali byt povaZovani za zbytecné, jejich mista
v ramci Uspor byla zrusena a veskeré laboratorni analyzy mlé-
ka v porevolucni euforii byly velmi omezeny. Na to navazova-
lo sniZeni poctu vysetrovanych vzorkd mléka spojené s jistymi
ekonomickymi Usporami a vétSina chovatel(l zacala zapominat
na staré rceni, Zze prevence je lepsi nez lécba. Desetileti necin-
nosti prineslo své trpké plody. Doslo k vyraznému narUstu vy-
skytu takzvanych primarnich patogent mlécné Zlazy, jako jsou
Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus, tedy zlaté-
ho stafylokoka a v dUsledku nizsich hygienickych narok( rovnéz
i patogent environmentalnich, tedy téch, které pochazeji z pro-
stfedi, jako jsou Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella/
Raoultella spp. a také dnes obavany Streptococcus uberis. Cho-
vatele i veterinare tak ¢ekala velmi studena sprcha, léta tézké
prace a sbirani zkusenosti v zahranici. Teprve se vstupem do
nového milénia se zacala situace stabilizovat, chovatelé i prak-
tict veterinarni Iékari pochopili, Ze bez presné a prisné stano-
venych hygienickych mantinel(, bez laboratornich analyz pfi
zvysujici se uzitkovosti dojnic to zkratka nepljde. Pfipomenme,
Ze dojnice, ktera pred rokem 1989 za laktaci vyprodukovala
2500 litrl mléka, byla velmi vykonnou, zaslouZilou a povazova-
nou matkou a dojnice, ktera se dozila 5. laktace rovnéz.

Je obecné zndmo, Ze dnes je u dojnic vék 5 let vékem primér-
nym a primeérna dojivost vysoce presahuje 8000 litrd za laktaci
a to pri krmeni senazemi, sildzemi, senem a trochou jadra, coz
je mozné povazovat za zazrak. Vratme se vsak k mikrobiologic-
ké kvalité mléka a k mastitidam. Jiz v devadesatych letech se ob-
jevuji v nasich chovech dojného skotu prvni sofistikované dipy
k oSetreni struk’ a hygiena dojeni se zacina zlepSovat, v novém
tisicileti nastupuje éra robotického dojeni. V roce 2004 vstupu-
je Ceska republika do Evropské unie (EU) a pozadavky na kvali-
tu mléka a jeho prvovyrobu dale stoupaji. Do hry dale vstupuje
takzvana stajova diagnostika pldvodcl mastitid. Podivejme se
na nasledujici grafy, které ukazuji vyvoj poc¢tl laboratorné vy-
Setrovanych vzorkd mléka a dokumentuji vyskyt jednotlivych
skupin plvodcl mastitid v pribéhu 18 let od pocatku nového
tisicileti. Na kfivce Grafu 1 Ize pozorovat 3 zlomové okam?ziky.
Po roce 2000 je markantni nar(st poctu vzorkd, ktery graduje
po roce 2004, kdy CR vstoupila do EU a ptijala nové hygienické
standardy v prvovyrobé mléka. Po roce 2013 je naopak patrny
Ubytek vzork( zpUsobeny zfejmé nastupem stajové mikrobio-
logické diagnostiky. Ten se vsak v dalsich letech jiz stabilizoval.
Graf 2 ukazuje pokles prevalence grampozitivnich patogend,
tedy procenta pozitivnich nalezd z celkového poctu vysSetre-
nych vzork(. U S. aureus, S. agalactiae a S. dysgalactiae je patr-
ny pokles prevalence ve sledovaném obdobi, zatimco S. uberis
stale osciluje mezi 16,97 % a 36,6 %. S. uberis se tak v dnesni
dobé stava pomeérné obdvanym environmentalnim (prostre-
dovym) plvodcem mastitid u skotu, coz mdze byt dano jeho
schopnosti tvorit odolnd pouzdra a takzvany biofilm, ktery
umoznuje tomuto mikroorganizmu snadno prezit v prostredi
stdje i na povrchu téla zvirete a propljcuje plvodci i zvySenou
rezistenci k antimikrobnim latkdm i biocidam.



Graf 1: Pocty vysetienych vzork mastitidniho mléka skotu v jedné akreditované laboratofi v CR v letech 2000 - 2017. Po roce 2000 je
markantni narGst poctu vzorka, ktery graduje po roce 2004, kdy CR vstoupila do EU a pfijala nové hygienické standardy v prvovyrobé
mléka. Po roce 2013 je patrny Ubytek vzorkl zplsobeny ziejmé nastupem stajové mikrobiologické diagnostiky (autor: j. Bzdil).
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Graf 2: Prevalence vybranych grampozitivnich plivodct mastitid skotu v jedné akreditované laborato¥i v CR v letech 2000 - 2017.
U S. aureus, S. agalactiae a S. dysgalactiae je patrny pokles prevalenceve sledovaném obdobi, S. uberis stale osciluje mezi

16,97% a 36,6% (autor: J. Bzdil).
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Graf 3 pak ukazuje strmy pokles prevalence vétsiny gramne-
gativnich plvodctd s vyjimkou P. aeruginosa, jehoz vyznam
v patogenezi mastitid je vsak zanedbatelny a indikuje spise
naruseni imunitnich bariér zvirete. Proto doporucujeme cho-
vatelim zavedeni pravidelné mikrobiologické kontroly mléc-
né zlazy a mléka. Kazdy chov by mél postupné projit preven-
tivni mikrobiologickou kontrolou vzorkd mléka vSech zvirat
alespon jedenkrat, Iépe dvakrat ro¢né. Posilat do laboratore
je mozné Ctvrtové vzorky, pllové nebo smésné ze vSech Ctvrti
vemene najednou. Vzorky pllové nebo smésné maji tu ne-
vyhodu, Ze se Castéji kontaminuji a vysledky vysetreni jsou
pak nepouzitelnd. U zachycenych kmen( mikrobl je tfeba
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pravidelné monitorovat citlivost vici antimikrobnim latkdm
a podle citlivosti pak provadét pravidelnou rotaci téchto me-
dikamentd, pokud je nutné je pouzivat. Pravidla odbéru vzor-
k& mléka byla publikovana v odbornych ¢asopisech nékolikrat
a odbéry by mél zvlddnout i dobre instruovany chovatel sam
(Bzdil 2003; Bzdil 2012).

Velmi dobrymi pomocnymi prostredky kontroly mikrobiolo-
gické kontaminace mléka je stajova kultivace, kterd je urcena
pro rychlou a orientacni kontrolu mikrobiomu vemene a jeho
zmeén. Nalezy je vsak vzdy ovérovat odborniky prostrednictvim
fundovanych laboratornich vysetreni.



Graf 3: Prevalence gramnegativnich patogent mlé¢né 7lazy skotu v jedné akreditované laboratoti v CR v letech 2000 - 2017. Ve
vsech pripadech mlzeme sledovat pokles prevalence s vyjimkou P. aeruginosa (autor: J. Bzdil).
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Dalsi otdzkou je spektrum ucinnosti dezinfekénich prostredkd
(biocid() urcenych k osetreni vemene pred a po dojeni a distri-
buovanych ve formé takzvanych dipd. Mnozi chovatelé se divi,
Ze po urcité dobé pouzivanijakoby nékteré dipy prestavaly Ucin-
kovat. Tento fenomén muze mit nékolik dGvodl. Mezi né patfi
skladovani pouzivanych prostredkd v nevhodnych podminkach,
ztrata Ucinnosti v dUsledku proslé exspirace biocidu, chybné re-
déni pred pouzitim, dlouha doba od fedéni nebo smichani jed-
notlivych slozek prostfedku nebo nevhodny zplsob aplikace.
V Uvahu prichazi i vznik rezistence nékterych mikroorganizm
vUci ucinnym latkam, které jsou v dipech obsazeny. Tyto pfipa-
dy jsou jiz v literature popsany (Kdljalg et al. 2002). Krom toho
bychom méli brat v Gvahu také spektrum ucinnosti Ucinnych
latek obsazenych v dipech. Napriklad Fitzpatrick et al. (2021a)
prokdzali pri testovani 96rliznych biocidd, Ze skupina pri-
pravkd obsahujicich chlordioxid (oxid chloricity) vykazovala
nejveétsi zény inhibice u tri testovanych bakteridlnich kmen
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis a Escherichia coli,
zatimco individudlni biocidni produkt obsahujici kombinaci ky-
seliny mlécné a peroxidu vodiku nejlépe pUsobil pouze u kme-
na S. aureus a S. uberis. Jiny konkrétni produkt ze skupiny pre-
paratQ na bazi oxidu chloricitého pak vykazoval nejvétsi zony
inhibice u kmend E. coli. Je proto nezbytné obcas namatkové
kontrolovat osetrovatele, jak prostfedky redi a jakym zpUso-
bem je pouZivaji a pravidelné je v tomto sméru proskolovat.
Mnoho chovatell také nevi, Ze je treba provadét pravidelné
i takzvanou rotaci (obménu) pouzivanych prostfedkd, aby-
chom zabranili pripadnému vzniku rezistenci mikrobd. Dobrym
zvykem je obméniovat tyto prostredky jedenkrat za dva mésice.
Nestaci vSak zménit jen vyrobce a nazev prostredku, je tfeba
zmeénit predevsim ucinnou latku. Po dalSich dvou mésicich je
mozné se vratit zpatky k plvodnimu dipu a v rotaci nasledné
pokracovat za dalsi dva mésice. Podrobné jsou kontroly Ucin-
nosti biocid( realizovany prostfednictvim metodik uvedenych
v kapitolach 6.1. a 6.2.

Pokud se v chovu zvysuje nebo stagnuje pocet infekcnich mas-
titid, je tfeba provést odbér vzorkl mléka, ty je potreba nechat
vysSetfit akreditovanou laboratofi a nechat stanovit i citlivost
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k antimikrobnim latkdm a provést komplexni Setfeni v chovu ve
spolupraci s veterinarnim lékarfem. Jednou ze soucasti setreni by
mohlo byt pravé i laboratorni vySetfeni Gcinnosti pouzivaného
dezinfekéniho prostredku, nicméné je potreba se predem do-
mluvit s laboratofi, zda je schopna takovou analyzu provést, kolik
vzork( je mozné najednou zpracovat a domluvit se predem i na
cené vysetreni. To je také jednim z dGvodd, proc ¢tenaram pred-
klddame tuto publikaci a jeji laboratorni ¢ast, ktera je navodem
nejen pro ty, ktefi budou provadét odbéry vzork{, nybrZ i pro
participujici laboratore. Laboratorni vysetreni ucinnosti je dobré
kromé referencnich kmen( provést také na kmenech, které byly
nejCastéji izolovany v chovu samotném, abychom se presvédci-
li, zda nedoslo ke vzniku stajové rezistence. Mnozi chovatelé se
nas obcas dotazuji, zda mohou vzorky k vySetreni odebirat sami.
Samoziejmé, Ze to moziné je, ale je nezbytné absolvovat pro-
Skoleni a znat pravidla asepse, tedy sterilniho odbéru a baleni
vzork(, dale pravidel popisovani vzorkd, jejich transportu a také
spravného vyplnéni zadanek. Vétsinou vsak vzorky odebiraji ve-
terinarni lékari, ktefi jsou pro tuto ¢innost vzdélani a ktefi mo-
hou navrhnout i efektivni feSeni daného problému. Formulare
zddanek (objednavek) laboratorniho vysetrenilze u kazdé slusné
laboratore najit na jejich internetovych strankach, pripadné na
strankach SVS Praha (viz Objednavka laboratorniho vysetren -
vzor 1 nebo 2) (SVS Praha, 2024).

Kontrola prostredi stdji a dojirny se provadi spise jen v pripadech
pretrvavajicich problém( s kontagidznimi (nakazlivymi) mastiti-
dami, nebo v pfipadé neimérného nardstu mastitid neznamé-
ho plvodu a to s pomoci otiskd ¢i stérd. Patrat po pritomnosti
plvodcl mastitid tak mGzeme i zde, nevyjimaje dojici zarizeni.
Lze provadét i porovnani poc¢td mikroorganizm( pred a po pro-
vedené dezinfekci a vysledky porovnavat. Metodiky jsou uvede-
ny v kapitole 6.2.3.1- 6.2.3.4. MozZné je provést i smyv z pouZi-
vanych latkovych utérek nebo mycich hub. Je obecné znamo, ze
ty jsou témér vzdy bohatym zdrojem nejriiznéjsich mikroorgani-
zmU. Takovéto materidly Ize pfipravit nebo Caste¢né zpracovat
primo na misté odbéru za podminek asepse. Material se vlozi
do sterilni nadoby a zalije se presnym mnozstvim fyziologického
roztoku nebo pufrované peptonové vody podle toho, jakd vy-



Setreni chceme provést. Material musi byt zcela ponoren v te-
kutiné. Nadobu uzavieme vickem, dlkladné promichame steril-
nim nastrojem (napr. sSpachtli, kovovou nebo plastovou tycinkou
atd. a nechame stat pri pokojové teploté asi 10 minut. Po této
dobé material z nadoby vyjmeme sterilni pinzetou a pred jeho
vytazenim z néj vytlacime co nejvice tekutiny. Vyluh pak ode-
Sleme do laboratore pfi transportni teploté +4°C. ViySetreni se
provede kvalitativnim nebo kvantitativnim zplsobem v souladu
s kapitolou 6.2.3.1. Vyluh v tlumivé peptonové vodé pouzivame
jen v pripadé detekce salmonel. Suspenze je dikladné promi-
chana a inkubovana pfi 37 + 1°C po dobu 18 + 2 hod. Nasledné
se provede selektivni pomnoZeni na semisolidni agar dle Rappa-
port - Vassiliadise (MSRV) po dobu 24 + 3 hod pfi 41,5 + 1°C.
Pipetou se pak odebere 0,1 ml inkubované PPV u stény vzor-
kovnice z povrchové vrstvy tekutiny a naockuji se 3 jednotlivé
kapky na povrch plotny (@ 140 mm), nebo po 1 kapce na 2 plot-
ny (@ 90 — 100 mm). Plotny s MSRV se inkubuji vickem nahoru.
Pozitivni narlst se projevi zonou rdstu a zakalem pldy s jasnym
okrajem. V pripadg, Ze je MSRV po 24 * 3 hodinach negativni,
prodluZuje se inkubace o dalSich 24 + 3 hodiny a teprve pak se
prikro¢i k vyockovani na pevné puldy z okraje zdkalu na MSRV
na XLD a 1 dalsi selektivni ptdu dle vlastniho vybéru. PGdy musi
byt predehraty na pokojovou teplotu a musi mit zavadly povrch.
Z okraje rdstové zény na MSRV se odebere klickou (obj. 10 pl)
z hloubky agaru material a naockuje se obvyklym zplsobem na
povrch obou selektivnich pdd. Pokud neni patrna zéna, odebe-
re se material pfimo z inokulovaného bodu. Agarové selektivni
pudy se inkubuji pfi 37 + 1°C po dobu 24 * 3 hodiny. Pozor na
kolonie atypické (laktézopozitivni, bez sirovodiku, nebo v R-fazi
rdstul). Diagnostika rodu, druhu a serovaru probiha molekular-
né (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 Ctyfi kfizky podle intenzity
nardstu (kritéria hodnoceni ukazuje opét Tabulka 2).

Je obecné zndmo, Zze mnozi z plvodcl onemocnéni maji schop-
nost tvofit takzvany biofilm a udrZovat svou populaci ve stdji
i v extrémnich podminkach a dokonce i pfi pouzivani velmi Gcin-
nych dezinfekénich prostredkd zahratych na teplotu 60- 80°C.
Zvlastni soucasti kontroly kvality prostfedi chovu by mélo patfit
také pribéiné vysetfovani drobnych domacich i volné Zijicich
hlodavcl na pastvinach. Tito drobni hlodavci mohou byt rezer-
voary a prenasedi nejriiznéjsich onemocnéni, jako jsou salmo-
neldza, leptospirdza, jersinidza a daldich. V chovech na tizemi CR
byvaji ¢asto detekovany predevsim protilatky proti riznym sé-
rovardm leptospir. U pastevniho skotu bychom radi pripomnéli,
Ze volné Zijici hlodavci byvaji také hostiteli a prenaseci zoonotic-
kych ndkaz (pfenosnych ze zvirat na ¢lovéka), jako jsou bruce-
|6za nebo tularémie. Z vlastni zkuSenosti mizeme uvést pripad
chovatele z jizni Moravy, ktery si v dobé kalamitniho vyskytu hra-
bose polniho (Microtus arvalis) nechal z vlastni iniciativy vyset-
fit 10 odchycenych hlodavc( z pastvin, kde choval pastevni skot
a u Sesti z téchto hlodavc( byla zachycena z organ( Brucella suis
(prevalence 60%), kterd je snadno prenosna i na ¢lovéka.

Vysetreni telat a mladého skotu vychazeji z nejcastéjsich one-
mocnéni téchto kategorii zvirat. Onemocnéni byvaji lokalizo-
vana nejCastéji v respiracnim (dychacim) apardtu a v travicim
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traktu. VySetfeni respiracniho traktu je zalozeno na klinickém
vySetreni zvitete a odbéru vzork( k laboratornimu vysetreni.
K laboratornim analyzam se odebiraji napriklad vytéry z duti-
ny nosni, nosohltanu, sputum nebo bronchioalveolarni lavaze
(BAL). Z nejCastéjsich plvodcl respiracnich onemocnéni telat
amladého skotu Ize jmenovat predevsim Pasteurella multocida,
Hitophilus somni, Mycoplasma spp., pfipadné rizné druhy
vir. Pfi onemocnéni traviciho traktu se po klinickém vysetre-
ni a posouzeni anamnestickych dat nejcastéji za ucelem labo-
ratorni diagnostiky odebiraji rektalni vytéry nebo Cerstvy trus
a vySetfeni je zamérovano nejcastéji na Salmonella spp., pa-
togenni kmeny E. coli, Yersinia spp., Clostridium spp. pfipadné
viry nebo parazity. V pripadé anaerobnich infekci zplsobenych
napfiklad Clostridium spp. je indikovano anaerobni vySetreni
vytérd z konecniku nebo lépe trusu. Vysetreni je dobré provést
kvantitativnim zplsobem a urcit i pocet klostridii v 1 g mate-
ridlu. I1zolované plvodce je tfeba i specifikovat napriklad mo-
lekuldrné biologickymi metodami. Z nasich zkusenosti vyplyva,
Ze vyssi pocet CFU plvodce nez 1000 na 1 g trusu a pritom-
nost faktord virulence muze byt indikaci k antimikrobni [écbé.
Z parazitl byvaji casto diagnostikovana kryptosporidia, giardie
nebo kokcidie. VySe uvedena vysetreni a odbér materiadl( by
mél provadét veterinarni lékar, ktery v souladu s anamnézou
a klinickym obrazem presné specifikuje zaméreni a metodu
laboratorniho vysetreni. Preventivni vysetieni se provadéji nej-
spiSe v obdobi nepfriznivé epizootologické situace nebo pred
transportem.

Chovatele je tfeba upozornit, Ze travici problémy u malych te-
lat mohou byt zapricinény také zplsobem krmeni. Pfipomen-
me, Ze napajeni novorozenych telat mlékem by mélo probihat
asi kazdé 2 hodiny. Pokud jsou zvifata napajena méné casto,
mUzZe se stat, Ze dojde nasledné k takzvanému ,prepiti“ a vel-
ké mnozstvi prijatého mléka najednou se ve slezu proméni
ve velkou srazeninu, kterd zabrani pasazi zaludecniho obsahu
dale travicim traktem. Obsah Zaludku pak rychle podléhd mik-
robialnimu rozkladu a nasledné dochazi k septikémii a toxémii
zvirete (tedy samootravé), které konci Uhynem. Telata, kterym
se podafri prezit, mivaji pak mnohdy problémy s imunitnim sys-
témem, obzvlasté pokud k nespravnému krmeni dochazi v prv-
nich 14 dnech po narozeni. Podobny problém mdze byt vyvo-
Ian i napajenim mlékem, které ma nizkou teplotu. Obzvlasté
pro dobu dovolenych a svatk(, kdy si osetfovatelé snazi usetfrit
Cas pro sebe, jsou tyto problémy typické. Je proto velmi zadou-
ci provadét namatkové kontroly oSetrovatell a rovnéz pravi-
delnd skoleni na toto téma.

Tato onemocnéni se mohou objevit v chovech, kde se nepro-
vadi udrzba paznehtl, nebo tam, kde je provadéna chybné.
Dalsim rizikovym faktorem je vlhké prostredi, vihkd hluboka
podestylka, zamokrené pastviny a pritomnost velkého mnoz-
stvi anaerobnich pdvodcl v prostredi. V soucasnych chovech
byva nicméné tento problém méné vyznamny. Z onemocnéni
Ize jmenovat zdnéty paznehtni Skary a kdize v meziprsti, méné
Casto jsou to zanéty kloubd a Slach v distalni ¢asti koncetin.
Pricinou byvaji nejcastéji anaerobni mikroorganizmy z rodu
Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Dichelobacter spp.,
Clostridium spp. nebo Staphylococcus aureus ssp. anaerobius.



7 aerobnich mikroorganizmd se setkdvdme nejcastéji se
Staphylococcus aureus nebo hemolytickymi streptokoky. Po
klinickém vysSetreni a zjisténi anamnestickych Udaji by mél ve-
terinarni lékar provést dikladné ocisténi a dezinfekci povrchu
patologicky zménéného mista, snést ¢asti rohové stény nad
patologickou lézi a odebrat z hloubky této léze stér tampo-
nem, ktery je tfeba umistit do transportni pQdy (napf. systém
Transbak - viz Obrdzek 11). K anaerobnimu vysetreni je tfeba
vzorek dorucit do laboratofe nejlépe v pribéhu 2 hodin po
odbéru a ihned je zpracovat, protoze anaerobni nesporulujici
mikroorganizmy jsou velmi citlivé na pritomnost kysliku a zmé-

ny pH.

Metabolické testy jsou indikovany v pripadé vyssiho vyskytu
aseptickych mastitid, pfi poklesu dojivosti nebo plodnosti zvi-
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fat a je treba je zamérit na diagnostiku aciddz, alkaldz a ketdz.
PrestoZe je vyskyt téchto onemocnéni dnes minimalizovan Gz-
kostlivou kontrolou a vyvazovanim krmné davky, mohou se tyto
poruchy v nékterych chovech vyskytnout. Odbér materialu by
mél provadét veterinarni lékar a pro biochemickou laborator
by mély byt odebrany bachorova tekutina, kreva moc¢ nejméné
z 5- 10 kus( problémovych zvitat. Laborator by méla vysSetrit
pH bachorové tekutiny, krve i moci, déale stanovit v krvi uka-
zatele jako jsou napfiklad parcidlni tlak O,, parcidini tlak CO,,
standardni bikarbonat, base excess, ketony, glukdza, jaterni en-
zymy a také nékteré chemické prvky (Ca, P, Na, K), z modi pak
navic takzvany ¢isty acidobazicky vyluc¢ek (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 masti-
tid nebo mastitid vyvolanych environmentalnimi pdvodci.



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

N1+N2
B

N(CFUv1iml)= ~xD

pricemz N je skute¢ny pocet CFU v 1 ml fedidla, do kterého byl
proveden smyv nebo vytfepdan stér z daného materialu/plochy.
N1 je pocet CFU z prvni plotny a N2 z druhé paralelni plotny
nizsiho redéni, kde byl pocet kolonii citatelny < 300 CFU. D je
fedéni (10° 10%.... 10°).

Stejnym postupem vypocteme hodnotu z vy$siho redéni. Obé
vysledné hodnoty N z obou redéni se¢teme, vydélime 2 a de-
kadicky logaritmujeme (napf. funkci LOG v Excelu). Porovname
hodnoty pred dezinfekci a po dezinfekci. U in vitro experimen-
tl porovname hodnoty bez aplikace biocidu a po aplikaci. Po-
kud ma byt Ucinek biocidu prijatelny, musi byt rozdil pred a po
dezinfekci 4 — 5 dekadickych logaritmd, tedy 4 — 5 Ig (viz platné
normy CSN EN a predchoz text).

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 napocitdno 120 CFU, na druhé ve
stejném redéni 140 CFU.

120 + 140
2

N(CFUviml) = x 100

N je tedy 13000 CFU/1 ml pro fedéni 102

Ve 3. fedéni bylo na prvni plotné napocitano 11 CFU a na dru-
hé paralelni plotné 15 CFU.
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11+15
2

N(CFUv1iml) = x 1000

N je tedy opét 13000 CFU v 1 ml v fedéni 10°.

Prmérné hodnoty v obou redénich seéteme a vydélime 2.
Vysledek je 13000. Toto cislo logaritmujeme dekadickym loga-
ritmem a zaznamename do tabulky.

A.Z kazdého vzorku (tj. napt. ze skorapky z vejce ¢. 1) byly
udélany 2 redici rady a to predevsim z dlvodu kontroly
a replikace vysledk(. Takto ,,zdvojeny“ byly vSechny vzorky.
Prvni opakovani u daného vzorku je tedy ve vzorci inter-
pretovano jako N1 a druhé jako N2.

B.Vzorec v podobé rovnice:
N1+ N2

KT] (CFU vejce) = 3

D.K

C.Stupen redéni D ve vzorci mUzeme uvést Cislem, napr. 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 skordpku — vejce byla
omyvana v roztoku v plastovém sacku, ze kterého byla na-
sledné vyhotovena redici fada (viz metodika v ¢lanku). Pro
stanoveni mikrobialni kontaminace podskorapecnych blan
byly blany z vajec odstranény pomoci sterilni pinzety a vlo-
Zeny do roztoku. Nasledny postup byl stejny jako u skorap-
ky. Pro stanoveni mikrobialni kontaminace bilku byl vyuZzit
vnéjsi ridky bilek, ktery byl odebran pomoci injekénf stri-
kacky (odebrano bylo vidy 5 ml). Aby byly vysledky co ne-
presnéjsi, do studie byla vybrana pouze vejce z hmotnosti
kategorie M.
Pokud je na Petriho misce vétsi pocet kolonii nez 100 CFU,
vysledek je zaznamenan do tabulky jako ,n“ (viz Tabulka 7).

m



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

Skorapka

o E. coli Enterokoky CPM

§ Redéni Redéni Redéni

8 10! 102 10° 10° 10t 10? 10% 10° 104 10°
)% 1 n n 42 | 60 5 14 1 0 1 0 n n 45 | 46 7 1
£ |2 n n 24 | 23 | 3 1 2 0 0 n n | 29 | 23 3 0

A.Redéni 1 (101) ndm vychézi obé Petriho misky pies 100,
tudiz mame hodnotu ,n“ takZe ji nepouzijeme.

B.U fedéni 2 (102) uz hodnoty mame — za N1 dosadime 42,
za N2 dosadime 60 a dle vzorce by nam mélo vyjit 510 000.

C.U fedéni 3 (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 dlvodu, Ze jsme sta-
novovali 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 redé-
ni 2 a 3 a nasledné bychom v tomto kroku nedélili 2 ale 3.
Jednoduse, stanovujeme prdmeér. Tim padem se v tomto
pripadé dostavame na hodnotu 730 000 (1 460 000 : 2).

F. Jako posledni krok tedy zaddme dekadicky logaritmus (pomo-
ci funkce LOG v Excelu) vysledku LOG 730 000 = 5,86332, coz
je tedy nase finalni hodnota pro prvni vejce, pro kontaminaci
skorapky EC.
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Pocty mikroorganismu z jednotlivych materiald z vajec z pode-
stylky a z vajec z hnizd jsou zaznamenavany pribézné do tabu-
lek a statisticky jsou porovnany hodnoty pro materialy z vajec
z podestylky a z hnizd a s pomoci vypoctl je vytvoren zavér,
zda se pocty mikroorganismd statisticky prikazné v obou sku-
pindch materidl lisi. Podobné jsou porovnany nalezy z kada-
ver(l rodicd, podestylky, stérl z prostredi, stérd z hnizd, aby
bylo mozné udélat syntézu informaci a vysledovat souvislos-
ti. Porovnaji se dale hodnoty uniformity a klinicky stav kurat
nalihnutych z vajec z podestylky a z hnizd, pokud to je moz-
né a chov je nasledné pravidelné pozorovan. Zaznamendvany
jsou jakékoliv zdravotni problémy a pripadné aplikace riznych
latek, jako jsou vitaminy, minerdly, okyselovadla a predevsim
antimikrobika véetné antikokcidik, kterd mohou mit také an-
tibakterialni Ucinky. Je vhodné s pomoci genotypizace popsat
u jednotlivych druhi (rod nebo skupin) mikroorganismd me-
chanismy rezistenci, resp. geny pro né. Pokud to jde, mély by
byt popsany vsechny faktory s moznou interferenci a ovlivné-
nim pokusu, napriklad charakteristika chovu, typy podestylky,
stari hejna nosnic, plemeno nosnic, celkové charakteristika
farmy i stran pouzivanych dezinfekénich prostredkd, kvalita na-
pajeci vody (fekaIni znecisténil).



Nase publikace byla plvodné urcena chovateldm mlécného
skotu a drlibeZe a laboratofim, které poskytuji témto chovim
servis za Ucelem kontroly hygieny dojeni a zoohygieny. V pri-
béhu jejiho zpracovani se vsak ukazalo, Ze by mohla stejné dob-
fe poslouzit i jinym zemédélskym provozim, chovatelim ovci,
koz, koni, prasat, zvifat v zdjmovych chovech, vyrobclim po-
travin a nékterym pramyslovym provozdm ke stejnému ucelu.
Domnivame se, Ze by stejné dobre mohla poslouzit i stfednim
odbornym skoldm, univerzitam a védeckym pracovistim a do-
konce i humannim laboratofim, nemocnicim a dalSim subjek-
tm.

Prvni ¢ast této prace zabyvajici se testovanim mikrobiologické
zatéze prostor podnik( produkujicich ndsadova vejce a kurata
nastinila uceleny systém hygienické kontroly téchto zarizeni.
Z4dné predchozi publikace takovéto informace doposud nepo-
skytla. Jak jiz bylo receno, nizka kvalita nasadovych vajec a na-
sledné i kurat je hlavni pfic¢inou zdravotnich problémU a na-
slednych ztrat v dribezarské praxi.

V druhé ¢asti prace se nam podafilo zjednodusit nékteré meto-
dy testovani mikrobiologické zatéze povrch(i stanovené CSN EN
normami a vytvorit i své vlastni metodické postupy napfiklad
pro testovani mékkych poréznich povrchl. V ramci naseho
projektu zabyvajiciho se hygienou mlécné zlazy se nam v tes-
tech Ucinnosti dezinfekénich latek pouzivanych na dezinfekci
vemene v pribéhu dojeni (mamarnich biocid(, dipd) dobre
osvédcila dilu¢ni plotnovd metoda MIC, zatimco publikované
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mikrodilu¢ni metody stanoveni MIC a diskova difizni metoda
se ukazaly jako problematické.

Domnivame se, ze dlsledné dodrZovani pravidel zoohygieny
a hygieny dojeni i zoohygieny ve vsech chovech zvifat mlze
udrzet v dobré kondici jejich imunitni systém, Gcinné snizit
vyskyt onemocnéni a nasledné snizit mnozstvi aplikovanych
antimikrobnich terapeutik. To se nasledné mUze odrazit i na
ekonomickych Usporach, zvyseni konkurenceschopnosti zemé-
délskych podnikd a v neposledni fadé i na zdravi lidské popula-
ce a ekosystému. Vérime, Ze nase publikace by mohla v nékte-
rych ohledech prispét také k ukoncenf staleti trvajici ,valky se
Zemi“ (Smajs a Herafilm, 2023).

V souvislosti s Ucinnymi latkami obsazenymi v dezinfekcnich
prostredcich chceme apelovat na védecka pracovisté a spo-
lecnosti, kterd se zabyvaji antimikrobnimi latkami a vznikem
mikrobidlnich rezistenci vic¢i nim, aby se pokusila stanovit
a verejné publikovat oficidlni referen¢ni hodnoty minimalnich
inhibi¢nich koncentraci a/nebo inhibi¢nich zén téchto latek po-
dobné, jako je tomu v pfipadé antibiotik. Na jejich zakladé by
bylo moZné porovnavat Udaje a predikovat, kdy a v jakych kon-
centracich budou tyto latky jesté Gcinné a kdy ne. Pak by bylo
mozné také porovnavat zjisténé hodnoty, identifikovat rezis-
tentni kmeny mikroorganizma, definovat genomicky podklad
téchto rezistenci, zabyvat se mechanizmy jejich vzniku a Sireni
a také zkoumat souvislosti mezi antimikrobni rezistenci a rezis-
tenci vici dezinfekénim prostredkdm.



A) Sterilni univerzalni inaktivacni roztok (neutraliza¢ni roztok):

lecitin (sojovy, nejcistsi) 3g
polysorbat 80 (Tween 80) 30 ml
thiosiran sodny 5g
L-histidin lg
fosfatovy pufrpH 7,2 £ 0,2 10 ml
destilovand voda ad 1000 ml

Po dobu 20 minut autoklavovat pri 121°C!

B) Inaktivacni roztoky pro jednotlivé dezinfekéni latky:
a) chlor uvolnujici latky 0,5 % thiosiran sodny
b) oxidujici latky 0,7 % thiosiran sodny
c) organické Zn latky 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

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

f) fenol a jeho derivaty
g) KAS a amfotenzidy

h) chlorhexidin 0,3 % lecitin

C) Ztedovaci (fedici) roztok:
trypton, pankreaticky hydrolyzat kaseinu lg
NaCl 85¢g
destilovand voda ad 1000 ml

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

D) Roztok pro imitaci nizkého organického znecisténi povrch( v
humanni sfére (interferenc¢ni roztok):
bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii 3g
zfedovaci nebo fyziologicky roztok 1000 ml

Sterilizuje se membranovou filtraci. Kone¢na koncentrace al-
buminu v testovaci smési musi byt 0,3 g/I.
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E) Roztok pro imitaci nizsiho organického znecisténi ve veteri-
narni sfére v testovani pripravkd uréenych k dezinfekci povr-
ch( a struk( pred dojenim (interferencni roztok):
bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii
zfedovaci nebo fyziologicky roztok

30¢g
1000 ml

Sterilizuje se membranovou filtraci. Kone¢na koncentrace al-
buminu v testovaci smési musi byt 3 g/I.

F) Roztok pro imitaci vyssiho organického znecisténi povrcha
v humanni sfére (interferencni roztok):
bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii
zfed'ovaci nebo fyziologicky roztok

30¢g
970 ml

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

G) Roztok pro imitaci organického znecisténi ve veterinarni
sfére pri testovani pripravk( k dezinfekci struk(l po dojeni
(interferencni roztok):
susené mléko bez antimikrobik a prisad
destilovand voda

100 g
1000 ml

Sterilizuje se 5 minut v autoklavu pri 121°C. Konecna koncent-
race mlé¢ného pudru v testovaci smési musi byt 10 g/I.

H) Roztok pro imitaci vyssiho organického znecisténi povrcha
ve veterinarni sfére (interferencéni roztok):
kvasnicny extrakt
destilovand voda

50¢g
150 ml

Ingredience promisime ve volumetrické lahvi a po opadnuti
pény doplnime destilovanou vodu po znacku na lahvi. Auto-
kldvujeme 15 minut pri 121°C. Po vychladnuti na 20°C ode-
bereme 25 ml této suspenze do volumetrické lahve o objemu
50 ml, pfiddme 10 ml destilované vody a pfidame 5 g bovin-
niho albuminu frakce V, promichdme a pockame, aZ spadne



péna. Pridéme destilovanou vodu po znacku na lahvi. Sterili-
zujeme membranovou filtraci. Kone¢na koncentrace kvasnic-
ného extraktu a albuminu v testovaci smési musi byt po 10 g/I.

I) Roztok pro imitaci organického znecisténi poréznich povrchi
ve veterinarni sfére (interferencni roztok):
bovinni albumin frakce V pro mikrobiologii
sterilni destilovand voda

06¢g
90 ml

Vse rozpustime ve volumetrické lahvi o objemu 100 ml a po
rozpusténi dolijeme po znacku 100 ml destilovanou sterilni vo-
dou. Sterilizujeme membranovou filtraci. Findlni koncentrace
albuminu v testech by méla byt 3 g/I.

J) Trypton sojovy bujon (TSB):
je doddvan vyrobci ptd ve zkumavkach nebo lahvickach
trypton, pankreaticky hydrolyzat kaseinu 17¢g
sojovy pepton, papainovy hydrolyzat sojové moucky 3 g

NaCl 5g
Hydrogen fosforecnan draselny 2,5¢g
Glukodza 2,5¢g

destilovand voda ad 1000 ml
Sterilizujeme v autoklavu 15 minut pri 121 °C. Vysledné pH pfi
20°C by mélo byt 7,3 + 0,2. Michdme se stejnym mnozstvim
neutralizaéniho 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
NaCl 5g
agar 15g
destilovand voda ad 1000 ml
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Sterilizuje se v autoklavu pri 121°C po dobu 15 minut, vysledné
pH musi byt 7,2 £ 0,2.

L) Fyziologicky roztok s peptonem
pepton lg
NaCl 9g
destilovand voda ad 1000 ml

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

M) Tvrda 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 autokla-
vovanim. UZiva se nejdéle 1 mésic, uchova se v chladnicce.

Roztok B:

NaHCO, 352¢g
Ve se rozpusti v mensim mnozstvi vody a dolije se do 1000 ml,
sterilizuje se membranovou filtraci. UzZiva se nejdéle 1 tyden,
uchova se v chladnicce.

Do 600 az 700 ml vody se prida 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 HCl nebo NaOH. Vznikne finalni tvrda
voda.



APW
ATCC
BAL
BPW
BVD
°C
CAPM

CCM

CFU
CNCTC
CPM
CR
CSN
ENT
EC

EN

EU

EUCAST

GDPR
JDK
KAS
KTJ
i.e.
IKKS

In vitro
In vivo
JDK

|

LOG, Ig

Andrade Peptone Water
American Type Culture Collection
Bronchioalveolarni lavaz
Buffered Peptone Water
Bovinni virova diarrhoea
Stupen Celsia

Collection of Animal
Microorganisms p¥i VUVL Brno
Czech Collection of Microorganisms pfi
Masarykové univerzité Brno

Colony Forming Units

Czech National Collection of Type Cultures
Celkovy pocet mikroorganizm

Ceska republika

Ceska statni norma

Enterokoky

Escherichia coli

Evropska norma

Evropska unie

European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing

General Data Protection Regulation
Jednodenni kure

Kvarterni amoniové slouceniny

Kolonie tvorici jednotka

Tedy

Infekéni keratokonjunktivitida skotu

V laboratornich podminkach

V terénnich podminkach

Jednodenni kurata

litr

Dekadicky logaritmus

Pathogenic
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LMS s.r.o.
MALDI-TOF MS

MBC
MHA
MIC
mg
Hg

ml

ul
MPKA
MRD
MSRV
napr.
PCR
PCH
pH
PPV
RCH
RK
RLM
TNM

TSA

TSB

sec

SOP

UCH

UV zéreni
XLD

Zn latky

LabMediaServis s.r.o. Jaromér, vyrobce
mikrobiologickych ptd

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry
Minimum Bactericidal Concentration
Mueller-Hinton Agar

Minimum Inhibitory Concentration
miligram

mikrogram

mililitr

mikrolitr

Masopeptonovy krevni agar

Maximum Recovery Diluent

Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis
Napriklad

Polymerase Chain Reaction

Produkéni chov

Koncentrace vodikovych iont(, kyselost
Pufrovana peptonova voda

Rodicovsky chov

Referencni kmen

Rapid’L .mono agar

Total Number of Microorganisms (celkovy
pocet mikroorganizm)

Trypton séjovy agar

Trypton sdjovy bujon

sekunda, vtefina

Standardni operacéni postup

Uzitkovy chov

Ultrafialové zareni

Xylose Lysine Deoxycholate agar
Organické slouceniny zinku
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