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abstrakt

V práci byla ověřena a porovnána účinnost čtyř 
dezinfekčních prostředků Savo, Jod, Fisherbrand­des 
2000 a STAR v suspenzi a na neporézním povrchu na růst 
kvasinek a řas izolovaných z bazénových vzorků krav­
ského mléka. Celkem bylo testováno 12 druhů kvasinek 
Kluyveromyces marxianus, Candida inconspicua, Pichia 
kudriavzevii, Pichia fermentans, Candida parapsilo-
sis, Candida rugosa, Candida guilliermondii, Candida 
tropicalis, Candida famata, Candida lusitaniae, Candida 
glabrata, Candida albicans a 2 druhy řas Prototheca bo-
vis a P. blaschkeae. Biocidní účinek byl u všech testo­
vaných prostředků potvrzen, vyjma nižších koncentrací 
u Sava, a byl srovnatelný jak v suspenzi, tak na nepo­
rézním povrchu. 

Klíčová slova: kravské mléko; kvasinky; řasy; dezin­
fekce

abstract

The work verifi ed and compared the effectiveness of 
four disinfectants Savo, Iodine, Fisherbrand­des 2000 
and agent STAR in suspension and on a non­porous sur­
face on the growth of yeast and algae isolated from bulk 

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

V prostředí prvovýroby mléka jsou vážným zdravot­
ním problémem patogenní mikroorganismy s produkcí 
biofi lmů. Tato společenství nabývají klinického význa­
mu a vznikají často chronické a těžko léčitelné choro­
by (Mukherjee a Chandra, 2004; Tande a kol., 2014). 
Kvasničková a kol. (2016) popisují původce tzv. bio­
fi lmových infekcí, mezi které řadí koagulasa­negativní 
stafylokoky, S. aureus, zástupce streptokoků, především 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, méně 
často Streptococcus pneumoniae, enterokoků, gramnega­
tivních bacilů (např. Escherichia coli, P. aeruginosa) 
a anae robních bakterií (např. Clostridium spp., Bacte-
roides fragilis, Peptostreptococcus spp. a Actinomyces 
spp.). Z mykobakterií pak lze uvést Mycobacterium tuber-
culosis (Ojha a kol., 2008). Nejčastějšími původci infekcí 
ze skupiny eukaryotních mikroorganismů jsou kvasinky 
Candida albicans a Candida parapsilosis, a zástupci 
plísní Aspergillus spp. (Azzam a kol., 2009; Cavalheiro 
a Teixeira, 2018). Značný význam pak v prvovýrobě 
mléka mají ty patogenní druhy, které tvoří biofi lmy 
a zároveň jsou i původci mastitidního onemocnění. Za 
nejčastější původce tohoto onemocnění jsou označovány 
Staphylococcus aureus a dále environmentální mikro­
or ganismy (Escherichia coli, Klebsiella spp., Citro-
bacter spp., Enterobacter spp.), koaguláza­negativní 
stafylokoky (CNS), streptokoky (Streptococcus uberis, 
Streptococcus dysgalactiae) a enterokoky (Enterococ-
cus faecalis, Enterococcus faecium), stejně jako nebak­
teriální mikroorganismy jako Candida spp. a Prototheca 
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STAR – jedná se o přípravek bez obsahu chloru (Pod­
lahy Dezinfekční Strojní čištění – pro potravinářský 
průmysl; Everstar, Šumperk), kde dezinfekční složku 
tvoří směs dvou kvarterních amoniových solí KAS 
(Benzalkonium chloride a Alkyl dimethyl ethylbenzyl 
ammonium chlorid). Byla testována 5% koncentrace 
a doba působení 10 minut.

Metody testování účinku dezinfekčních prostředků
Účinek dezinfekčních prostředků byl testován jednak 

v suspenzi, jednak na neporézním povrchu. Pro testování 
byly použity následující metody podle platných norem:

1. Metoda podle ČSN EN 1650 (66 5203) – kvantita-
tivní zkouška v suspenzi k hodnocení fungicidní nebo 
protikvasinkové aktivity. 

Postup: z čerstvé kultury vybraných kvasinek a řas 
byly připraveny ve fyziologickém roztoku testované 
suspenze tak, aby jejich výchozí koncentrace (kontrola) 
byla 1,5–5 x 107 KTJ/ml. K 1 ml 10% roztoku Skim Milk 
(HiMedia) byl přidán 1 ml suspenze kvasinek nebo řas, 
následně po 2 minutách bylo přidáno 8 ml dezinfekčního 
přípravku o dané koncentraci a zkumavka s touto směsí 
byla vložena do vodní lázně o teplotě 20 °C po dobu 10 
až 30 minut (kontaktní čas). Po uplynutí kontaktního 
času byl odebrán 1 ml směsi a přidán k 8 ml thiosíranu 
sodného (6 mg/l) a ponechán působit 5 minut pro neutra­
lizaci dezinfekce. Poté byl ze zneutralizované směsi ode­
brán 1 ml a vyočkován duplicitně na Petriho misku a zalit 
GKCH agarem (Milcom, Tábor) o teplotě 45 °C. Násle­
dovala inkubace při 30 °C/48 hodin. Kontrolní vzorek byl 
připraven stejným postupem, jen namísto dezinfekčních 
prostředků byla použita sterilní destilovaná voda.

2. Metoda podle ČSN EN 13697+A1 (66 5209) – 
kvantitativní zkouška na neporézním povrchu k vy-
hodnocení baktericidního a/nebo fungicidního účinku. 

Postup: z čerstvé kultury kvasinek a řas byla připravena 
testovaná suspenze podle metody 1. K 1 ml této suspen­
ze byl přidán 1 ml 2% roztoku Skim Milk a důkladně 
promíchán. Poté bylo přeneseno 0,05 ml suspenze na ko­
vový plíšek nebo na dno sterilní nádobky, která se nechala 

spp. (Aalbaek a kol., 1994; Zadoks a Fitzpatrick, 2009; 
Vyletělová a kol., 2010; Contreras a Rodriguez, 2011; 
Jagielski a kol., 2019). 

Prototekové mastitidy postihují i vysoce produktivní 
dojnice, chované v horších zoohygienických podmín­
kách. Nemoc je obvykle spojená s výrazně sníženou 
produkcí mléka a prudkým zvýšením počtu somatických 
buněk > 1 000 000 v 1 ml (Jánosi a kol., 2001; Dworecka-
Kaszak a kol., 2012). Hlavním rysem prototékové infek­
ce je postupný pokles mléčné produkce v postižené 
čtvrti, protože řasa nenávratně mění a poškozuje tkáň 
mléčné žlázy (Alves a kol., 2017; Suvajdžić a kol., 2017). 
Pokud je již narušen imunitní systém, např. u krav, které 
už v téže laktaci prodělaly mastitidu způsobenou jinými 
původci, jsou až dvakrát náchylnější k infekci prototékou 
a riziko se ještě zvýší, pokud byla dříve použita antibio­
tika (OMAFRA, 2023).

V práci byl testován biocidní účinek dezinfekčních 
prostředků v suspenzi a na neporézním povrchu na růst 
vybraných druhů kvasinek a řas, které byly izolovány 
z bazénových vzorků syrového kravského mléka. 

Materiál a metody

Výběr testovaných kmenů kvasinek a řas 
Vybrané kmeny kvasinek a řas izolované z bazénových 

vzorků mléka, jejich izolace a druhová identifikace byly 
podrobně popsány v publikaci Klimešová a kol. (2022). 
Z těchto kmenů byly vytvořeny 3 testovací směsné vzorky 
kvasinek (skupina A, B a C) a směsné vzorky prototék 
(skupina D). Celkem bylo testováno 12 druhů kvasinek 
a 2 druhy řas – Kluyveromyces marxianus (dříve Candida 
kefyr), C. inconspicua, Pichia kudriavzevii (dříve C. kru-
sei), Pichia fermentans (dříve C. lambica), C. parapsilo-
sis, C. rugosa, C. guilliermondii , C. tropicalis, C. fama-
ta, C. lusitaniae, C. glabrata, C. albicans, Prototheca 
bovis (dříve P. zopfii gen. 2) a P. blaschkeae (Tabulka 1). 

Testované dezinfekční prostředky, koncentrace 
a doba působení

Pro testování byla použita následující koncentrace tes­
tovaných prostředků a doba působení (kontaktní čas):

Savo – (Savo original, 1 litr, komerční prostředek  
s obsahem chlornanu sodného 4,7 g/100 g) – byla testo­
vána 1, 5 a 10% koncentrace a ředěný přípravek podle 
návodu (20 ml Sava + 90 ml sterilní destilované vody). 
Doba působení 15 a 30 minut;

Jod – (Lugolův roztok, P-Lab, Praha; složení 5 g jódu, 
10 g jodidu draselného a 85 ml destilované vody) – pro 
testování v suspenzi (metoda 1) bylo použito ředění 1:1, 
na neporézním povrchu (metoda 2) bylo použito ředění 
1:1, 1:2 a 1:4. Doba působení byla pro obě metody 15 
a 30 minut;

Fisherbrand-des 2000 – (Fisher Scientific, FB 2000), 
aktivní složku tvoří N-(3-Aminopropyl )-N-dodecylpro­
pane-1,3-diamine. Testována byla 3% koncentrace, doba 
působení 15 a 30 minut;

Tab. 1  Seznam testovaných kmenů 

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

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

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

skupina D P. bovis 3-11 M 3-21 M5  
P. blaschkeae 3-10 M3
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testované prostředky byly účinné (LogR > 3 log řády), 
u Sava opět až při vyšší koncentraci 10 % a při ředění dle 
návodu výrobce (20:90). 

Podobně s některými našimi prostředky testovali Gon­
calves a kol. (2015) účinek tří sanitačních prostředků 
– roztoku jódu, kyseliny dodecylbenzensulfonové 
(DBSA-antimykotikum) a didecylmethylamonium chlo­
ridu (DDAC). Byla tak prokázána účinnost všech tří 
látek, přičemž nejvyšší byla u roztoku jódu, který měl 
sterilizační účinek i při ředění zásobního roztoku 1:100, 
zatímco u DDAC bylo třeba ředění 1:10 a DBSA 100 % 
fungovala pouze v neředěném stavu.

Závěr

Mastitidní infekce jsou ekonomickou zátěží každého 
prvovýrobce mléka. Některé zdroje uvádějí, že stále patří 
mezi jedny z nejzávažnějších onemocnění na mléčných 
farmách, které způsobuje velké ekonomické ztráty i na 
farmách s jejich nízkým výskytem. Klinická a subkli­
nická mastitida, která zůstává chronickou, přežívá i ob­
dobí stání nasucho a může se projevit i v následujících 
laktacích. Eliminace nežádoucích mikroorganismů, které 
mohou způsobovat mastitidní onemocnění spolu s nad­
měrným používáním antibiotik během laktačního obdo­
bí, a tím následný pokles mléčné produkce, je v zájmu 
nejen výrobců, ale i zpracovatelů mléka. Používání 
vhodných dezinfekčních prostředků nejen k ošetřování 
struků, ale i pro dezinfekci v prostředí prvovýroby, může 

sušit při 37°C do viditelného uschnutí (cca 
20 – 30 min). Po usušení byl přidán 0,1 ml 
testovaného dezinfekčního prostředku 
a  nechal se působit požadovanou dobu. 
Nakonec bylo přidáno 10 ml neutralizá­
toru (Dey-Engley Neutralizing Broth; Hi­
Media), který se promíchal i  s přidanými 
sterilními skleněnými kuličkami, a vše 
se nechalo ještě 4 min stát. Z této sus­
penze byla připravena řada ředění, ze 
které se kultivoval 1 ml stejně jako u me­
tody 1 popsané výše. Kontrolní vzorek byl 
připraven opět stejným postupem, namísto 
dezinfekčních prostředků byla použita 
sterilní destilovaná voda.

Výsledky a diskuse

Vyhodnocení účinnosti dezinfekčních 
prostředků v suspenzi

Výsledky účinnosti jsou podrobně uve­
deny v Tabulce  2. Pro stanovení redukce 
počtu kolonií (R) účinkem dezinfekce 
při daném kontaktním času byl odečten 
logaritmus počtu přeživších kolonií s de­
zinfekcí (P) od logaritmu koncentrace 
mikroorganismů bez použité dezinfekce 
(K): LogR = logK – logP. Dezinfekce 
má v  testované koncentraci a při aplikaci daného kon­
taktního času levurocidní účinnost na kvasinky, jestliže 
dojde k poklesu KTJ alespoň o 4 log řády. Podle těchto 
hodnotících kritérií byla hodnocena účinnost i na testo­
vané kmeny řas. Biocidní účinek (LogR > 4 log řády) 
byl potvrzen u všech testovaných prostředků, v případě 
Sava až při koncentraci 10% a při ředění přípravku podle 
návodu u výrobku 20:90 (Tabulka 2). 

Lassa a kol. (2011) sledovali dezinfekční účinek pří­
pravků určených přímo na ošetření struků: Dipal (s aktiv­
ní složkou 1% dostupného jódu; DeLaval), dále Teat 
s  obsahem KAS, kde skupina látek a mechanismus 
biocidního účinku jsou stejné jako u našeho přípravku 
STAR (3% didecyldimethylamoniumchlorid DDAC 
a kvartérní amoniová sloučenina QAC; Iodex) a přípravek 
Blu-gard (2% kyselina dodecylbenzensulfonová DBSA; 
Henkel-Ecolab) a potvrdili také, že všechny dezinfekční 
prostředky vykazovaly sterilizační účinek s úplnou elimi­
nací všech sledovaných kmenů P. zopfii, bez ohledu na 
dobu expozice a použité koncentrace. 

Vyhodnocení účinnosti dezinfekčních prostředků na 
neporézním povrchu

Hodnocení bylo provedeno stejně jako u 1. metody 
a výsledky účinnosti jsou uvedeny v Tabulce 3. Dezin­
fekci lze hodnotit jako účinnou (jak pro kvasinky, tak 
řasy), pokud dojde k poklesu KTJ alespoň o 3 log řády. 
Biocidní účinek dezinfekčních prostředků na neporézním 
povrchu je srovnatelný s výsledky v suspenzi. Všechny 

Tab. 2  �Výsledek účinnosti dezinfekčních prostředků v suspenzi (log R)

  skupina A skupina B skupina C skupina D
 koncentrace/

čas
15 min 30 min 15 min 30 min 15 min 30 min 15 min 30 min 

SAVO 1% 1,96 2,07 1,90 1,98 2,08 2,11 1,73 2,09
5% 2,03 2,07 2,02 2,03 2,15 2,16 1,82 1,85

10% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
 20:90 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

JOD  1:1 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
FB 3% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
          
  10 min  10 min  10 min  10 min  
STAR 5% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

Tab. 3  �Výsledek účinnosti dezinfekčních prostředků na neporézním povrchu 
(log R)

  skupina A skupina B skupina C skupina D
 koncentrace/

čas
15 min 30 min 15 min 30 min 15 min 30 min 15 min 30 min 

SAVO 1% 2,20 2,21 2,08 2,69 2,02 2,13 2,01 2,10
5% 2,81 3,00 2,69 2,77 2,78 2,94 2,69 2,77

10% >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
 20:90 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4

JOD 1:1, 1:2, 1:4 >3 >3 >3 >3 >3 >3 >4 >4
FB 3% >3 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
          
  10 min  10 min  10 min  10 min  
STAR 5% >4  >4  >4  >4  
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dopomoci k úspěšnému snížení výskytu patogenních 
mikroorganismů. 

Poděkování: 
Příspěvek vznikl za podpory projektů MZe ZEMĚ 

QK1910092 a MZe RO1423. 
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Abstrakt

Předložený článek shrnuje současné poznatky o struk­
tuře exopolysacharidů produkovaných zástupci bakterií 
mléčného kvašení a bifidobakteriemi. Zvlášť je pojed­
náno o struktuře a mechanismu vzniku homopolysa­
charidů a heteropolysacharidů. Další část se věnuje 
funkčně-zdravotním charakteristikám exopolysacharidů 
s důrazem na jejich prebiotický potenciál, antibakteriál­


