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ABSTRACT

We evaluated the effect of temperature decrease of sanitation solutions (35 °C) in condition of organic load (1%
reconstituted powdered milk) and varying hardness of the water used for solution preparation (0 °, 15 °, 30 ° and 45 °) on
the ability to randomly selected strains of enterococci survive exposure to acidic and alkaline sanitation solution (0.5%
concentration, contact time 15 minutes) in model experiments. Increasing water hardness also increases the number
surviving enterococci. Presence of organic loads and lower temperatures decreased the sanitation effect of the test solutions.
The tested strains showed different tolerances to applied sanitation solutions. We found a weaker powerful of acid

sanitation solution on base phosphoric acid after its application.
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UVOD

Z1¢ hygienické podmienky praxe pri vyrobe mlicka mézu
mat’ za nasledok nebezpeéné vyrobky. Pritomnost
mikroorganizmov, ako st pévodcovia zoon6z v mlieku, by
mohla predstavovat riziko pre verejné zdravie
(Vilar et al., 2011). Mnohokrat bolo zistené, Ze mlieko je
zdrojom chorob, ktoré st prenasané potravinami, hoci bolo
pasterizované (Gran et al., 2002).

Vzhl'adom na svoje zlozenie a vlastnosti je mlieko
idedlnym substratom pre Siroké spektrum
mikroorganizmov. Sekundarna kontaminacia mlieka, ktora
nastava po jeho vydojeni z vemena, moze mat rdzne
zdroje - fekalie, podstielku, krmivo, prach, ale aj
nedostatoéne sanitované stroje a zariadenia, S ktorymi
mlieko prichadza do kontaktu (Lakti¢ova et al., 2006),
voda, ruky aodev dojicov (Fabianova et al., 2010).
Pouzitie G¢innych Cistiacich a dezinfekénych prostriedkov
vo¢i  mikroorganizmom minimalizuje  kontaminaciu
produktu,  zvySuje  trvanlivost  aznizuje  riziko
alimentarnych ochoreni (Wirtanen a Salo, 2003).
Efektivna sanitacia sa skladd zo sérii oplachovani,
umyvani, aplikdcie sanitaénych prostriedkov s ucinnou
koncentraciou pri vhodnych teplotach a zaverecnej fazy
susenia (Wirtanen et al., 2002).

Utinnost’ saniticie v mliekarenskom podniku méze byt
negativne ovplyvnend okrem iného aj pritomnostou
enterokokov, kedze jednou zich charakteristickych
schopnosti je ich schopnost’ tvorit’” biofilm (Tendolkar
et al., 2004). Enterokoky su ¢ast dominantnej mikroflory
niektorych mlie¢nych produktov (Mannu et al., 2003).
Svojou proteolytickou, peptidolytickou, lipolytickou,
esterazovou,  okyslujucou  aktivitou  a citratovym
a pyruvatovym metabolizmom sa podielaji na tvorbe
charakteristickych chutovych zloziek tychto potravin
(Foulquié Moreno et al., 2006). S to mikroorganizmy,
ktoré prirodzene kontaminuji mlieko po jeho schladeni
a dokazu prezit' aj zahrev (Giraffa, 2003). Pouzivaju sa
ako indikatory fekalnej kontaminacie (Jurkovié
et al., 2007) a ako indikatory hygieny vyrobnych liniek
mlieCnych vyrobkov, pretoze dokdzu prezit' nepriaznivé
podmienky prostredia (O’Briena et al., 2004). Do
surového mlieka sa moézu dostat’ z viacerych zdrojov

primarnej alebo sekundarnej kontaminacie. Pravidelne sa
nachadzaji v dojacich strojoch alebo na inom naradi a
zariadeni (Fabianova et al.,, 2010). Enterokoky su
povazované za zavazné nozokomidlne patogény
sposobujuce  bakterémiu,  endokarditidy, infekcie
mocovych ciest (Hadji-Sfaxi et al., 2011), krvného obehu,
brucha, ZI¢ovych ciest a popalenin (Domig et al., 2003) a
maju schopnost produkovat’ biogénne aminy (Foulquié
Moreno et al., 2006). To kladie vysoké naroky na proces
sanitacie technologickych zariadeni ako v prvovyrobe, tak
aj pri jeho mliekarenskom oSetreni a spracovani
(Krebs-Artimova et al., 2010).

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch otestovat
udinnost’ alkalického a kyslého sanitaéného prostriedku
bezne pouzivanych v prvovyrobe za roznych podmienok
na prezivanie ndhodne vybranych kmenov enterokokov.
Tieto boli izolované z oplachovych v6d po sanitécii
dojacich zariadeni vo vybranych pol'nohospodarskych
podnikoch. Sledoval sa vplyv rdznej tvrdosti vody pri
znizenej teplote sanitaénych roztokov a Vv pritomnosti
organickej zataze na uvedent skupinu mikroorganizmov

MATERIAL A METODY

Priprava bakterialnej suspenzie

Pre modelové pokusy sa pouzilo 8 ndhodne vybranych
identifikovanych kmenov enterokokov, ktoré sa izolovali
z posledného oplachu dojaciecho okruhu po sanitacii v
dvoch  vybranych  polnohospodarskych  podnikoch.
Z 24 hodinovych bakteridlnych kultir vyrastenych na
glukézo-tryptonovom agare (HiMedia Laboratories, India)
pri

37 1 °C sa vo fyziologickom roztoku pripravila suspenzia
zodpovedajuca 0,5° McFarlandovej zakalovej stupnice.
Intenzita zakalu sa hodnotila pristrojom Densi-la-meter.
Mikrobialna suspenzia sa ndsledne zriedila a ziskala sa
pracovna suspenzia baktérii obsahujica radovo 10°
KTJ.ml™, ktora sa pouzila pre modelové pokusy. Presny
pocet enterokokov sa stanovil zried'ovacou kultiva¢nou
metddou na zl¢-eskulin  azidovom agare (Biokar
Diagnostic, Franctizsko) pri 37 +1 °C po 24 hodinach
(BioMérieux, Francuzsko).
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Priprava sanitacnych roztokov

Sanitacné roztoky sa  pripravovali  rozpustenim
prostriedkov v destilovanej vode (tvrdost vody 0°)
a v destilovanej vode, do ktorej sa pridalo 15 mg, 30 mg
a 45 mg CaCO;3; na 100 ml vody (tvrdost’ vody 15°, 30° a
45°). Testovali sa sanitatné roztoky s koncentraciou
0,75 % pri teplote 35 °C a dobou pdésobenia 15 mintt.

Testovanie ucinnosti roztokov

K Cerstvo pripravenym a vytemperovanym sanitaénym
roztokom pripravenym zvody Srbéznou tvrdostou a
s organickou zatazou (1 % obnoveného suSeného mlieka)
sa pridala pripravenid pracovna suspenzia enterokokov.
Po premiesani sa nechali skimavky vo vodnom kupeli pri
prislusnej teplote stanovenu dobu 15 minut, nasledne sa
vyockovali na Petriho misky a zaliali zl¢-eskulin azidovym
agarom (Biokar Diagnostic, Francuzsko). Kultivacia
prebiehala pri 37 £1 °C po dobu 24 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sucastou alkalického sanitacného prostriedku bol
chlérnan sodny. Mechanizmus antimikrobidlneho ucinku
organickych i anorganickych zli€enin s aktivnym chlérom
je zalozeny na chemickej reakcii s biomolekulami, a to na
chloracii peptidickej vizby bielkovin alebo na oxidacii
enzymov. Ucinok na bunkové a nebunkové
mikroorganizmy je nezvratny, na tieto pripravky nevznika
rezistencia ak usmrteniu mikroorganizmov dochadza
Vv priebehu niekol’kych mintt. Tym mozno vysvetlit' vyssSiu
ucinnost’ alkalického sanita¢ného prostriedku v porovnani
S kyslym prostriedkom, ktory bol na baze kyseliny
fosfore¢nej, ktora spdsobuje deStrukciu biomolekul
v désledku vysokej koncentracie H' iénov (Volna, 1999).

Percentd  enterokokov  prezivajicich  pdsobenie
alkalického sanita¢ného roztoku st uvedené v tabulke 1
a kyslého sanita¢ného roztoku v tabulke 2. Z tabuliek
vyplyva, Ze jednotlivé kmene enterokokov prejavili roznu
toleranciu k sanitaénym roztokom. Prezivanie enterokokov
podporila rastica tvrdost vody. Nedodrzanie niektorého
z faktorov sanitacie podporuje vo vSeobecnosti prezivanie
mikroorganizmov. K tymto faktorom mozno zaradit
nedodrZanie odporacanej teploty sanitatného roztoku. Salo
et al. (2006) uvadzaji, ze zhorSenie urovne Cistenia
v mliekarniach stvisi zvédc¢sa s poklesom teploty Cistiacej
vody pod 50 °C apodobne aj Feldmann et al. (2006)
zaznamenali, Ze pokles teploty oplachovej vody pod 42 °C
viedol k zvySeniu kontaminacie  dojaciecho  zariadenia
koliformnymi baktériami arodom Pseudomonas spp.
Okrem spominaného nedodrzania teploty sanitacného
roztoku, d’al$imi rizikovymi faktormi, ako to vidiet
i znaSich vysledkov, je pritomnost’ organickej zataze
V sanitovanom prostredi a pouZzivanie tvrdej vody na
pripravu sanita¢nych roztokov. Fabianova et al. (2011)
testovali uCinnost’ vybranych kmenov enterokokov voci
sanitatnym roztokom. Zistili, Ze roztoky boli u€inné aj pri
40 °C a30 °C avprostredi organickej a anorganickej
zataze. Vynimku vSak predstavoval kmen Enterococcus
faecalis 53, ktory prezil podmienky sanitacie. Canigova et
al. (2004) vo svojom vyskume zistili, Ze znizovanie teploty
sanitanych roztokov na 40 °C vedie Kk znizovaniu
mikrobidlneho u¢inku kyslych prostiedkov. Uginok
kyslych a zésaditych roztokov sa pri tejto teplote znizuje
so zvySujucou sa koncentraciou organickej zataze.

Tab. 1 Pocet enterokokov, ktoré prezivali posobenie
alkalického  sanita¢ného roztoku (koncentracia
0,75 %, doba posobenia 15 minit, teplota 35 °C),
V pritomnosti organickej zataze (1 % mlieka) a roznej
tvrdosti vody, vyjadreny v %

Kmene Tvrdost’ vody / PreZivanie
enterokokov mikroorganizmov [%]

0° 15° 30° 45°
Enterococcus 62,22 80,89 100 100
faecalis A
Enterococcus 1,78 14,54 22,00 100
faecalis B
Enterococcus 1,00 7,023 18,53 35,00
mundii
Enterococcus 3,52 28,31 28,70 37,01
faecium A
Enterococcus 7,71 20,86 37,43 40,29
faecium B
Enterococcus 0 0 0 0
faecalis C
Enterococcus 66,35 100 100 100
faecalis D
Enterococcus 22,85 23,49 44,61 52,37
faecalis E

Tab. 2 Pocet enterokokov, ktoré prezivali posobenie
kyslého sanitacného roztoku (koncentracia 0,75 %,
doba poOsobenia 15 minat, teplota 35 °C),
Vv pritomnosti organickej zataze (1 % mlieka) a roznej
tvrdosti vody, vyjadreny v %

Kmene Tvrdost’ vody / Prezivanie
enterokokov mikroorganizmov [%0]
0° 15° 30° 45°

Enterococcus 97,78 100 100 100
faecalis A

Enterococcus 1,35 46,60 | 68,00 | 88,00
faecalis B

Enterococcus 26,18 | 30,88 | 31,47 | 46,77
mundii

Enterococcus 28,31 | 98,74 | 80,52 | 80,52
faecium A

Enterococcus 42,29 | 44,29 | 52,29 | 75,14
faecium B

Enterococcus 3,22 52,36 53,64 100
faecalis C

Enterococcus 100 100 100 100
faecalis D

Enterococcus 35,78 64,64 64,66 75,43
faecalis E

Vplyv tychto faktorov na t€innost 6 rdznych
dezinfekénych prostriedkov potvrdili v ramci

laboratornych pokusov aj Wirtanen et al. (1997). Vyssia
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koncentrécia organickej zat'aze redukovala u¢inok vacsiny
testovanych dezinfekénych prostriedkov, ale v réznom
stupni. Medzi testovanymi mikroorganizmami bol
i Enterococcus  faecium,  ktory  bol  zdanych
mikroorganizmov najcitlivej$i. Naopak relativne nizky
vplyv organického materidlu na aktivitu dezinfekéného
prostriedku Umonium 38 na testované baktérie (vratane
Enterococcus hirae) uvadzaja Raffo et al. (2007).

ZAVER

Na zaklade vysledkov modelovych pokusov mézeme
konstatovat’, ze ucinnost’ kyslého sanitacného roztoku na
baze kyseliny fosforecnej bola v porovnani s alkalickym
sanitatnym roztokom na baze chloru nizsia. Tiez mozno
konstatovat’, ze nedodrZanie odporticanej teploty roztokov
pri sanitacii, pritomnost’ organickej zataze a rovnako aj
tvrdost’ pouzivanej vody su faktory, ktoré znizuju G¢innost’
sanitaénych roztokov aumoznuji v roznej intenzite
prezivanie enterokokov.
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