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ABSTRAKT

Miéko, u nas nejcastéji pouzivané mléko kravské, je velmi dllezitou potravinou.
Jeho vyznam spociva v obsahu hodnotnych bilkovin, lehce stravitelného mlé&ného tuku,
laktézy, vitaminu a mineralnich latek.

Kvalitu syrového kravského miléka charakterizuje soubor znaku, mezi které patfi
napf. celkovy pocet mikroorganismu, pocet somatickych bunék, obsah zakladnich slozek
(tuk, bilkovina, laktéza, tukuprosta susina), bod mrznuti &i vyskyt nezadoucich cizorodych
a inhibi¢nich latek.

Rezidua inhibicnich latek (RIL) jsou jednim z hlavnich kritérii hygienické jakosti
syrového mléka, kde se mohou vyskytovat napf. v disledku prevence a IéCby mastitid.
Mezi nejvétsi rizika pfitomnosti RIL v potravinach a surovinach zivoc€isného puvodu, tedy
i mléka patfi riziko vzniku a Sifeni bakteridlni rezistence, narudeni stfevni mikrofiéry,
alergické reakce a toxické ucinky RIL jak v humanni, tak veterinarni mediciné.

Inhibiéni latky maji tlumivy vliv na rozvoj a aktivitu mikroorganisma.
V mlékarenském pramyslu predevsim ovliviuji aktivitu mlékarskych kultur, tim zpUsobuiji
znacné problémy ve vyrobé. Jejich pfitomnost v mléce zpUsobuje problémy pfi vyrobé
syru, zakysavani jogurtd a dalSich fermentaénich procesech pfi zpracovani mléka.

Prevence vyskytu RIL zavisi pfedevSim na dodrzovani zakladnich chovatelskych
a veterinarnich opatfeni pfi pouzivani |é¢iv a pfipravkll, na technologické kazni
Vv prvovyrobé a pravidelné a striktni kontrole miéka na pfitomnost RIL od prvovyroby az po
zpracovani, kdy se vyuziva rlznych screeningovych metod jejich detekce.

Je velmi dulezité zabyvat se problematikou RIL v mléce v souvislostech norem
kvality, legislativy narodni a legislativy Evropské unie a sledovat metody, které se

pouzivaji pfi jejich zjiStovani, detekci a ovéfovani.

Klicova slova:

inhibi¢ni latky, rezidua, maximalni rezidualni limity, kontaminanty



ABSTRACT

Milk, in our territory frequently used cow’s milk, is very important nutrient. Its
importance consists in the contents of valuable proteins, easily digestible milk fat, lactose,
vitamins and minerals.

The quality of raw cow’s milk is characterised by many indicators, for example total
number of microorganisms, number of somatic cells, content of basic constituents (fat,
protein, lactose, non-fat solids), freezing point or occurrence of undesirable foreign and
inhibitory substances.

Residuals of inhibitory substances (RIS) are one of the main criteria of raw milk
hygienic quality, where they can appear for example due to prevention and treatment of
mastitis. The risk of occurrence and spread of bacterial resistance, disruption of intestinal
microflora, allergic reactions and RIS toxic effects, both in human and veterinary
medicine, belong among the biggest risks of RIS presence in food and raw materials of
animal origin, including milk.

Inhibitory substances have an inhibiting effect on development and activity of
microorganisms and in particular in milk industry they affect the activity of dairy cultures
causing significant production problems. Their presence in milk causes problems when
producing cheese, during fermentation of yoghurts and other fermentation during milk
processing.

Prevention of RIS occurrence depends especially on adherence to basic breeding
and veterinary measures when using drugs and medicines, on technology discipline in
primary production and regular and strict control of RIS contents in milk from the primary
production up to processing when various screening detection methods are used.

It is very important to deal with the matter of RIS in milk in connection with quality
standards, national legislation and European Union legislation and to control methods

used for their detection and verification.

Key words:

inhibitory substances, residues, maximum residual limits, contaminants
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1 UvoD

Kravské mléko, ale i mlééné vyrobky, jsou velice hodnotnym a dobfe
vstfebatelnym zdrojem vapniku (vyuzitelnost az 30 %). Z dalSich mineralnich latek
obsazenych v kravském mléce mizeme jmenovat napf. méd, Zelezo, hoféik, mangan,
fosfor, draslik, selen, sodik a zinek. Mléko obsahuje také fadu vitaminu: vitaminy A
(retinol), B; (thiamin), B, (riboflavin), B3 (niacin), Bs (kyselina panthotenova), Bg (pyridoxin),
Bi, (kobalalamin), C (kyselina askorbova), D (kalciferol), E (tokoferol), K (fylochinon)
a folaty, které fadime mezi vyznamné bioaktivni slozky potravy, protoze pfispivaji ke
spravné vyzivé véech generaci (WATZKOVA a kol., 2010).

Zakladni podminkou kvality mléka a mléénych vyrobkl a jejich zdravotni
nezavadnosti je nakup hygienicky nezavadné suroviny. Syrové kravské mléko musi
pochazet od vyrobcu, ktefi splni pozadavky na produkci a dodavky mléka pro lidskou
VyZivu.

PFi tvorbé mléka, b&éhem dojeni, pfi oSetfovani mléka po nadojeni, ale i pfi jeho
dalSim zpracovani v&etné baleni mohou do mléka pfechazet nezadouci, tzv. cizorodé
latky. Mezi tyto zahrnujeme latky pfidatné, znecistujici a rezidua cizorodych latek amysiné
pouzivanych v zemédélské a potravinarské vyrob&. Zavaznym problémem je vyskyt
rezidui inhibicnich latek, jejichZ pfitomnost v syrovém kravském mléce zvySuje zdravotni
rizika u spotrebitele, pfinasi technologické problémy pfi zpracovani mléka, ale mize mit
i negativni dopad na zivotni prostredi.

Vyskyt rezidui inhibi¢nich latek v mléce souvisi s rozSifenym pouzivanim
veterinarnich 1é€iv, s nedodrzovanim ochrannych |hit, se zménou metabolismu
nemocného zvifete, popf. s nedislednym vylu€ovanim mléka léCenych zvifat z dodavky.
Jednim z problém0 v Iékafstvi je rostouci rezistence patogennich mikroorganismu
k antimikrobialnim latkam. Vzrastajici poCet rezistentnich kmenu bakterii je zpusoben
neuvazenym podavanim antibiotik k 1é&bé infekci v humanni i ve veterinarni mediciné.
Vice nez polovina celkové spotfeby antibiotik nachazi vyuziti pravé v zemédélstvi.

Mezi nejdulezitéjSi preventivni opatifeni vyskytu rezidui inhibi¢nich latek v mléce
v prvé fadé patfi striktni dodrzovani zootechnickych a veterinarnich zasad pouzivani I€Civ,
zejména antibiotik a sulfonamidl a v druhé fadé pouzivani screeningovych metod detekce

rezidui inhibi€nich latek jak v prvovyrobé, tak i v pfijmovych laboratofich miékaren.



2 CiL PRACE

1. Literarni prehled na téma inhibi¢ni latky, jejich rozdéleni, nejvyznamné;jsi druhy
a Cetnost vyskytu.
2. Popis zakladnich problému zpisobovanych rezidui inhibi¢nich latek.

3. Seznameni se s nejCastéji pouzivanymi metodami detekce inhibiénich latek.



3 LITERARNI PREHLED

Zdravotni nezavadnost, jakost a nutri€ni hodnota mléénych vyrobku je podminéna
nakupem hygienicky nezavadné suroviny. Jednim z hlavnich kritérii hygienické jakosti
syrového miléka je absence rezidui latek, které se do mléka dostavaji v disledku
prevence a tlumeni mastitid, a minimalni kontaminace mléka latkami z vnéjSiho prostredi
(NAVRATILOVA, 2002).

Pojmem inhibicni latky jsou oznaCovany latky majici tlumivy vliv na rozvoj a aktivitu
mlékarskych kultur a zakysu (HOLEC, 1994).

GAJDUSEK (1994) uvadi, ze syrové mléko vzdy obsahuje pfirozené inhibi¢ni
latky, které jsou za normalnich podminek pasteraci mléka inaktivovany. PFi zvySenych
koncentracich v8ak nejsou inaktivovany zcela a zhor3uji kysaci schopnost miléka.
Zvysené koncentrace pfirozenych inhibi€nich latek jsou zjidtovany v mastitidnim mléce,
mlezivu nebo mléce starodojnych krav, ale i po vakcinaci dojnic. Podle GAJDUSKA
(1994) vSechna tato mléka maiji také vice nebo méné zménéné slozeni a vlastnosti a tim
i horsi zpracovatelnost.

Podle NAVRATILOVE (2002) je dals§im z problémd rostouci rezistence
patogennich mikroorganismi k antimikrobialnim latkam. Vzrustajici pocet rezistentnich
kmen( bakterii je zpusoben neuvazenym podavanim antibiotik k 1é¢&bé infekci v humanni
i ve veterinarni mediciné. Dllezitym krokem k prevenci pfitomnosti antimikrobialnich latek
v mléce jsou dasledna opatfeni v prvovyrobé mléka a vyuzivani screeningovych metod
detekce rezidui inhibi¢nich latek (RIL).

VysSe technologickych i hygienickych rizik RIL zavisi na druhu antibiotik (ATB),
na jejich biologickych zvlastnostech i na jejich koncentraci v mléce (NAVRATILOVA,
2002).

Rezidua antibiotik ohrozuji lidskou populaci jako vyznamné alergeny. | kdyz se
tvrdi, Ze alergizuji jen parenteralné aplikovana antibiotika, nelze vyloucit, Ze cirkulace
rezidui antibiotik vede k permanentni alergizaci. Je tfeba si uvédomit, Zze vétSina antibiotik
je vysoce termorezistentnich, takze mohou zustavat v mléce i po Ucinné pasteraci. Nelze
opomenout ani potencidlni nebezpeéi vzniku bakterialni rezistence viéi antibiotikm.
Vznik a Sifeni rezistence je nejvétSi v zemich, kde jsou antibiotika laikim volné dostupna
(RYSANEK, 2007).
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3.1 ROZDELENI INHIBICNICH LATEK

Jakost mléka je charakterizovana souborem vlastnosti (smyslovych, fyzikalnich,
mikrobiologickych, hygienickych a technologickych), chemickym slozenim a vyzivovou
hodnotou. Jednim z nejdulezitéjSim sledovanych znakl hygienické jakosti mléka je
pritomnost RIL.

Mezi rezidua zahrnujeme veskeré latky obsazené ve farmakokinetickém pfipravku
nebo jejich metabolity, které zUstavaji v mase nebo dalSich potravinach pochazejicich
ze zvitat po podani pfisludného pripravku (NAVRATILOVA, 2011).

Pod pojmem inhibi¢ni latky rozumime latky, které svymi baktericidnimi, pfipadné
bakteriostatickymi U€inky znesnadfiuji nebo upIlné znemozfuji zpracovani mléka na
mlé&né vyrobky, pfi jejichZ vyrobé se pouzivaji Gisté mlékarské kultury (CMK). Obecné tak
muzeme oznadcit latky, které maji tlumivy vliv na rozvoj a aktivitu téchto mlékarskych kultur
av pfipadé, Ze se nachazi v mléce ve vySSich neZz v minimalnich koncentracich
(vzhledem k pouzitym CMK), projevi se jejich G&inek b&hem technologického zpracovani
mléka (NAVRATILOVA, 2002).

Jedna se o fadu zpravidla cizorodych substanci typu antibiotik, ostatnich I1&Civ,
dezinfekCnich a sanitacnich prostfedkd, tézkych kovd, chlorovanych syntetickych latek,
jinych chemikalii, pfirozenych inhibitord, atd. (DOLEZAL a kol., 2000).

Inhibiéni latky v mléce muzeme rozdélit na latky pfirozené se vyskytujici
a kontaminanty (SAMKOVA, 2010).

3.1.1 P¥irozené inhibi¢ni latky

SloZzeni mléka a obsah jeho jednotlivych slozek se v prabéhu laktace méni,
charakteristicky se vyviji od porodu az do zaprahnuti. Nékteré druhy nezralych mlék
mohou mit inhibi¢ni ucinek, napf. mlezivo produkované tésné pfed porodem a prvnich 10
dni po porodu nebo miéko starodojné - v poslednich tydnech pfed zaprahnutim, kdy se
vlastnosti zralého mléka podstatné méni (HOLEC, 1989).

Dle URBANA (1997) jsou mlezivem mladéti zajistovany jak Zziviny, tak pfedevsim
protilatky a jiné biologicky aktivni latky nutné pro jeho pFeZiti a odolnost. SloZzeni mleziva
se po porodu rychle méni, napf. obsah imunoglobulinii klesne za 12 hodin na 40 %, po 48
hodinach na 10 % a po 72 hodin az na 2 % plvodniho mnozZstvi, které se pohybuje cca
6 %.

Nespecifické antibakterialni faktory (obranny systém mlécné Zlazy), které jsou
zvySené u mastitid a mleziva, mGzou zpUsobit faleSné pozitivni vysledky testl, zejména
pfi testovani jednotlivych krav (HONKANEN-BUZALSKI, 2000).
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Mezi pfirozené inhibi¢ni latky v mléce fadime nékteré antibakterialni slozky miléka,
které jsou souc€asti ochranného systému milécné Zlazy napf. specifické imunoglobuliny,

lysozym, laktoferin, laktoperoxidazovy systém (SAMKOVA, 2010).

Obranny systém mlécné Zlazy (Tab. 1.):

Imunoglobuliny (Ig) patfi mezi glykoproteiny, maji schopnost vazat antigen a pini
tak v organismu obrannou funkci (usnadnuji fagocytézu, rozrusuji buriky nebo neutralizuji
toxiny). Imunoglobuliny rozdélujeme na:

IgG - IgG1 - 73 % Ig, v mlezivu je jesté zvySeny, IgG2 - 2,5 % Ig;
IgA - 18 % Ig je pfedavan matefskym mlékem:;

IgM - 6,5 % Ig;

IgE (http://www.Colostrum-Info.cz/; stazeno 2. 2. 2012).

Lysozym (muramidaza) - je enzym ze skupiny hydrolaz, ma schopnost naruSovat
sténu nékterych bakterii v disledku Stépeni glykosidické vazby mukoproteint obsazenych
v této stén&, =zvySuje baktericidni aktivitu fagocytd. Casto plsobi ve spojeni
s imunoglobuliny nebo laktoferinem.

Laktoferin - globularni glykoprotein, jeho bakterialni u€inky spocivaji ve schopnosti
odnimat nékterym bakteriim Zelezo. Témér v8echny bakterie potfebuji Zelezo ke svému
Laktoferin  toto  Zelezo navic odevzdava krvinkam

mnozeni. cervenym

(http://www.Colostrum-Info.cz/; stazeno 2. 2. 2012).

Laktoperoxidazovy systém tvofi:

- laktoperoxidaza - pfirozeny enzym mléka patfici do skupiny oxidoreduktaz.
V pfitomnosti thiokyanatu katalyzuje laktoperoxidaza rozklad peroxidd na dal$i produkty,
které maji baktericidni ucinky;

- thiokyanat - tvofi se pfi krmeni zelenym objemnym krmivem, nej¢astéji z lusténin;

- peroxid vodiku - produkt nékterych bakterii - napf. streptokoku.

Tabulka 1. Obsah jednotlivych sloZzek obranného systému mlécéné Zlazy

Obsah (g/l), (*g/kg)
Slozka Mléko Mlezivo | Zdroj
Imunoglobuliny 0,65 20-120 | SAMKOVA (2010)
0,6 32 URBAN (1997)
Lysozym 0,1-0,2 SAMKOVA (2010)
Laktoferin 0,2 7 SAMKOVA (2010)
0,01* 1,1250* | VELISEK a HAJSLOVA (2009)

Laktoperoxidazovy 0,03 SAMKOVA (2010)

systém
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Ostatni pfirozené latky s inhibiénim ucinkem:

Somatické buriky jsou buriky z vemene obsaZené v mléce, tvofené pfedevsim
bunkami bilé krevni fady: makrofagy, neutrofilnimi granulocyty, lymfocyty, dale burikami
sekre¢niho epitelu, epitelovymi bufkami mlécnych cisteren, ze strukového kanalku
a z kGze struku (SAMKOVA, 2010). V mensim zastoupeni to jsou eozinofily, bazofily,
erytrocyty, histiocyty, plazmatické buriky, zirné buriky.

Pfi zanétech mlé¢né zlazy dochazi ke zvySeni obsahu pfirozenych
antibakterialnich latek, zvySeni poctu somatickych bunék, které mohou nasledné pusobit
inhibién& (SAMKOVA, 2010).

Volné mastné kyseliny - zvySeny obsah v individualnich vzorcich mléka signalizuje
metabolické problémy (energeticky deficit ve vyzivé, negativni energetickou bilanci v prvni
fazi laktace, ketézy) nebo zdravotni problémy dojnic jako jsou mastitidy
(http://Iwww.csmch.cz, stazeno 4. 2. 2012).

Volné mastné kyseliny v mléce maji vyrazné antimikrobialni Gcinek a vliv na
vysledek pozitivity testu. Objevuje se to zejména tehdy, kdy je mlécny tuk degradovan
bé&hem nevhodného skladovani. Miéka, ktera obsahuji vysokd mnozstvi mlécné bilkoviny
a tuku, mohou vykazovat faleSné pozitivni vysledky RIL. Také mléka dojnic po vakcinaci
obsahuji identifikovatelna mnozstvi pfirozenych obrannych latek, které mohou mit vliv na
pozitivni vysledek testu RIL (SEYDLOVA, 1998).

Pfikladem pusobeni pfirozenych inhibi¢nich latek je baktericidni faze mléka, jejiz
délka a ucinnost je individualni, zavisi napf. na zdravotnim stavu dojnic a trva 0,5-6 hodin
po nadojeni. Z duvodu puUsobeni téchto latek se tedy Cerstvé nadojené mléko, bez
inaktivace zahfevem chova, jako mléko pozitivni na RIL Tyto latky jsou snadno
degradovatelné pasteraci zahfevem na 82-83 °C po dobu 3 minut (SEYDLOVA, 1998).

3.1.2 Kontaminanty

Veterinarni 1éCiva jsou farmakologicky a biologicky aktivni chemické latky uréené
predevsim k [éCbé& a prevenci onemocnéni u zvifat. V sou€asné dobé jsou tato v Zivocisné
vyrobé vyuzivana ve velkém méfitku (BOTSOGLOU a FLETOURIS, 2001).

NejvyznamnéjSi a nejpouzivanéjsi skupinu veterinarnich |é€Civ tvofi antimikrobialni
latky, zejména antibiotika a chemoterapeutika.

Rezidua inhibi¢nich latek, ktera se do mléka dostavaji z vnéjSiho prostredi, jsou
tzv. cizorodé, kontaminujici latky. NejvyznamnéjSim zdrojem RIL jsou latky, které maji
i v malych koncentracich silny inhibi¢ni ucinek - antibiotika, sulfonamidy a dal$i biologicky
aktivni latky (NAVRATILOVA, 2002).
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Antibiotika (ATB)
Podle VOTAVY (2005) je terminem antibiotikum oznacovan lék, ktery usmrcuje

nékteré mikroorganismy nebo brani jejich rdstu. Ackoliv se dfive termin uzival jen pro
antimikrobialni latky pfirodniho plvodu (a pro ostatni se uzival termin chemoterapeutika),
v souCasné dobé se velmi Casto uziva pro vSechny latky s timto u€inkem bez ohledu na
jejich pavod. ATB tvofi 2 hlavni skupiny — skupina bakteriostaticka (napf. sulfonamidy,
tetracykliny) a skupina baktericidni (napf. peniciliny, cefalosporiny).

Prvni vyuziti ATB ve veterinarni mediciné, pfi |é€bé mastitid je zaznamenano
jiz v roce 1938, kdy byl pouzit sulfonamid, v roce 1948 penicilin G (NAVRATILOVA, 2011).

Rozdéleni ATB pro potravinova zvifata bylo poprvé prezentovano v roce 2006
na jednani Svétové organizace pro zdravi zvifat - Office of international education (OIE)
skupiny pro antimikrobialni rezistenci. Na zakladé dvou kritérii, (1. vice nez 50 %
¢lenskych zemi povazuje danou antimikrobialni tfidu za dulezitou, 2. jednotlivé substance
v ramci tfidy jsou nezastupitelné pro urcité infekce anebo je pro né jen velmi malo
alternativnich latek), byla veterinarni ATB rozdélena do tfech kategorii (Tab. 2.):

1. Veterinarni kriticky vyznamna ATB - splnéna obé kritéria;

2. Veterinarni vysoce vyznamna ATB - spIinéno jedno ze dvou kritérii;

3. Veterinarni vyznamna ATB - neni spInéno ani jedno kritérium.

Tabulka 2. Rozdéleni ATB pro potravinova zvirata (http://www.vri.cz, stazeno 2. 2 2012)

Kriticky vyznamna ATB

Vysoce vyznamna ATB

Vyznamna ATB

Aminoglykosidy

Ansamiciny

Novobiocin

Beta-laktamy

Fosfomyciny

Cefalosporiny

Linkosamidy

Makrolidy

Amfenikoly

Chinolony

Tetracykliny

Sulfonamidy

ATB jsou v chovu mlé€ného skotu Siroce pouzivana pfi IéEb& onemocnéni. Nejvice
pouzivana jsou beta-laktamova ATB samotna nebo v kombinaci s aminoglykosidy,
aminoglykosidova ATB a méné Casto tetracyklinovd ATB. Rezidua téchto IéCiv v mléce
patfi mezi nejcastgji detekovana v CR a ostatnich zemich. K nejéast&ji pouZivanym
aminoglykosidovym ATB v produkci potravin u zvifat patfi gentamycin, neomycin,
dihydrostreptomycin a streptomycin. VSechny aminoglykosidy maji znamé toxikologické
ucinky, jako jsou ototoxicita a nefrotoxicita (COLAK, 2007). Screeningové testy nedeteku;ji

aminoglykosidova ATB s vyhovujici citlivosti vzhledem k MRL.
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Beta-laktamy a cefalosporiny plsobi baktericidné tim, ze brzdi syntézu bunécné
stény mikroorganismud. Organismy rezistentni vici témto 1ékim si vyrabéji enzym beta-
laktamazu, obvykle mezi né patfi gramnegativni bakterie (G-). Penicilin G ma uzké
spektrum na grampozitivni bakterie (G+), které vytvari penicilinazu (specificky typ beta-
laktamazy). Ampicilin, amoxicilin, carbanicilin, carbenicilin-indanyl, mezlicilin a ticarcilin
maji Siroké spektrum a jsou na penicilinazu citlive. Oxacilin, kloxacilin, dikloxacilin
a nafcilin maji uzké spektrum, ale rezistenci vuci penicilinaze. Cefalosporiny maiji Siroké
antibakterialni spektrum a pouzivaji se k tlumeni nakaz, v€etné mastitid (LEE, 2001).

Tetracykliny jsou ATB s S&irokym spektrem antimikrobialniho ac&inku detné
vyuzivana v zivoCiSné vyrobé. Ve veterinarni praxi se u hospodarskych zvifat rutinné
pouzivaji pfedevSim oxytetracyklin, chlortetracyklin, tetracyklin a doxycyclin.
(NAVRATILOVA a kol., 2007). Kvantitativni obsah tetracyklinti v mléce zavisi na po&tu
aplikaci pfipravku a je také ovlivnén uzitkovym typem skotu (SHALAK, 2010). Tetracykliny
jsou bakteriostatické se Sirokym spektrem lécebnych koncentraci (LEE, 2001).

Podle HOLCE (1994) mlééna zlaza pri lécbé v laktaci vyluCuje az 80 %
aplikovanych ATB. Koncentrace podiéha dynamickym zakonim eliminace téchto latek
z organismu. NejvySSi je kratce po aplikaci, pak se postupné snizuje az do praktického
vymizeni. NejCastéji dochazi ke kontaminaci mléka ATB po intramamarni  pfip.
intracisternalni 1é&bé chorob milécné Zlazy. Obecné preparaty rozpusténé ve vodé nebo
v jednoduchych olejovych suspenzich maji kratSi vyluCovaci dobu, nez ATB rozptylené
v tucich. U depotnich forem preparatl trva vyluCovani nepomérné déle. Pfi aplikaci ATB
pouze do jedné nebo nékolika &tvrti pfechazeji tyto i do miéka nelé€enych &tvrti, a to tak,
Ze po resorpci do krevniho obéhu se vylu€uji mlékem i ze C&tvrti neléCenych, a to az
v témér stejnych koncentracich, jako ze Ctvrti I€€enych (HOLEC, 1994).

SEYDLOVA (1998) uvadi, Ze kontaminanty se dostavaji do mléka krevnim
obéhem a dale poté cestou galaktoforézy. Jejich vylu€ovani zavisi na koncentraci u¢inné
latky, zpUsobu davkovani, misté a Cetnosti aplikace a stanovené ochranné lhaté (OL).
Dulezity faktor ovliviiujici dobu vyluCovani je mira postizeni tkané pfi intramamarni
aplikaci. Cim je naru$eni tkané vy$si, tim stoupa pravdépodobnost delsi doby zachytu
RIL, neZ stanovi OL. Je prokazano, zZe pfi opakovaném antibiotickém oSetfeni mlécné
Zlazy jsou RIL v mléce rovnéz déle, nez uvadi OL. Tato je stanovovana z aplikaci léCiv
zdravym zvifatim, u nemocnych je vyluCovani i pfetrvavani podstatné delSi. Podle
SEYDLOVE (1998) se nalezy RIL mohou vyskytovat pfi aplikaci déloznich &ipki do
dlouhodobé postizené tkané. Do mléka se dostavaji i ATB aplikovana na povrch téla
dojnice (hnisava lozZiska, oSetfeni paznehtt) ve formé& ATB masti a dezinfekénich sprejl.
Jsou znamy i pfipady, kdy hromadny postfik proti v§im zpUsobil pozitivni nalez RIL.
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Sulfonamidy

Pusobi bakteriostaticky, mechanismus jejich ucinku spociva v inhibici syntézy
kyseliny dihydrolistové. Spektrum dCinku je obvykle stfedné Siroké, liSi se
farmakokinetickymi vlastnostmi. Mechanismus vylu€ovani sulfonamidd z mlécné Zlazy je
obdobny jako u ATB. Citlivost kysacich kultur k sulfonamidiim vS8ak neni tak vysoka, jako
u ATB (HOLEC, 1994).

NAVRATILOVA (2008) uvadi, e pro légiva, ktera jsou registrovana pro pouzivani
u potravinovych zvifat, se predepisuji takové OL, béhem kterych by se mnozstvi rezidui
mélo snizit na hladinu neohrozujici zdravi konzumenta (<MRL).
Ostatni inhibiéni latk

Fytoncidy jsou latky rostlinného puvodu, tzv. rostlinna antibiotika vysSich rostlin.

Patfi mezi né silice, alkaloidy, tfisloviny, enzymy. Vyskytuji se napf. u hof€ice rolni i
fepky olejky. Je prokazan negativni vliv zvySenych obsahl glukosinolatl z vysokych
davek zkrmovanych fepkovych vylisku, lisovanych za studena. Glukosinolaty, i pfesné;ji
feCeno fada produktl jejich enzymového ¢&i chemického Stépeni, jsou vyznamnymi
Skodlivymi slozkami krmiv. To se tyka pfedevSim semene fepky a nékterych pfibuznych
olejnin. Pfedavkovani ma vliv na neumeérné prodluzovani baktericidni faze mléka a prikaz
RIL. Je prokazano, ze konkrétné obsahy fepkovych produktd v krmné davce by mély byt
pFisné limitovany (SEYDLOVA, 1998).

Mykotoxiny jsou Skodlivé latky produkované zejména plisnémi, (tzn.
mikroskopickymi vlaknitymi houbami). Je znamo vice nez 350 druhu toxinogennich plisni,
Z nichZ fada produkuje vice nez jeden mykotoxin. Mykotoxiny jsou €asto &lenény podle
hlavnich producentl, kterymi jsou plisné rod Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Napf.
plisné rodu Aspergillus produkuji aflatoxiny a do mléka se dostavaji zkrmovanim
zaplisnénych krmiv. Silné zaplisnéna krmiva tak mohou byt pfi¢inou pFfechodu
nevhodnych az Skodlivych latek do mléka a pusobit v ném inhibi¢né (HOLEC, 1994).

Pesticidy mohou také pusobit inhibicné. Jak HOLEC (1994) uvadi, ale az
v takovych koncentracich, které se v mléce vyskytnou v ojedinélych havarijnich
pfipadech.

Sanitacni prostifedky, nevhodné jsou pfedevSim prostfedky na bazi fenolu
a formalinu. Podle HOLCE (1994) pfechazeji z nedokonale oplachnutych zafizeni, ale
i z povrchu strukd zbytky Cisticich a dezinfekénich latek do mléka, jejichz Skodlivost se
muze projevit inhibici mlékafskych kultur. Mechanismus praniku téchto latek do mléka
spocCiva v oplachnuti jejich ulpivajiciho filmu z povrchl nejriznéjSich zafizeni do mléka.
Takové situace nastavaji pfi nespravném sanitaCnim rezimu ve vyrobé, transportu

i zpracovani mléka.
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3.2 VYSKYT A HODNOCEN:I INHIBICNICH LATEK V MLECE

vrwe

ATB a chemoterapeutik, ktera se vyuzivaji k |éCbé zvifat, pfip. v medikovanych krmnych
smésich, dale to mohou byt antiparazitarni Iégiva, antipyretika, analgetika aj. (SAMKOVA,
2010).

Dle NAVRATILOVE (2012) jsou priginy pozitivnich nalezl RIL v mléce nasledujici:
- asi 95 % pozitivniho zachytu RIL zpUsobuji ATB jako dusledek |éEby mastitid a jinych
onemocnéni u dojnic;
- 2,5 % mulze byt zpusobeno jinymi IéCivy, napf. sulfonamidy, pfipadné dezinfek&nimi
a Cisticimi prostiedky;
- 1 % mykotoxiny z krmiv;
- 1 % agrochemikalie - herbicidy, pesticidy;
- 0,5 % fytoncidy.

Podle NAVRATILOVE (2011) jsou hlavni ddvody pro kontrolu mléka na RIL
predevsim:
- etické (zabranéni nedobrovolné expozici konzumentlu terapeutickym davkam léciv
v potravinach);
- hygienické (ochrana pfed moznymi Skodlivymi U€inky rezidui na zdravi konzumenta);
- technologické (prevence naruseni fermentacnich procest v mlékarenském primysilu);
- ekologické.
Nejéast&ji priiny nalez(i RIL v mléce predstavuje Tab. 3. a Graf 1. (SEYDLOVA, 1998).

Tabulka 3. Ddvody pozitivnich nélezd RIL v mléce

Duvody pozitivniho nalezu

l. Nedodrzeni ochranné lhlty po aplikaci ATB
Zaména ATB urCenych k aplikaci v dobé zaprahlosti na |é€eni v dobé laktace
Nedostate¢né oznaceni |éCenych dojnic

. Kratké obdobi stani na sucho, predCasné oteleni
Individualita vylu€ovani ATB po ochranné lhuté

[l Injekeni aplikace

Ostatni oSetreni

Zbytky dezinfekénich prostredk

Zbytky prostfedkd k hubeni hmyzu &i ochrané rostlin

\VA Nespecificka inhibice
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Graf 1. Davody pozitivnich nalezd RIL v mléce

onm.

.

Vyvoj pouzivani rliznych druhl ATB ve veterinarni mediciné sleduje Tab. 4. a Graf

2. Soucgasny stav v CR z hlediska vyskytu inhibiénich latek v mléce kontinualné klesa,

pfiCemz nékteré zemé EU vykazuji frekvenci vyskytu pozitivnich zachytl IL v rozmezi
0,10-0,20 %. (DOLEZAL a kol., 2000).
Tabulka 4. Spotfeba ATB v kg, v letech 2005-2010 (NAVRATILOVA, 2011)

2005 2006 2007 2008 2009 2010
Amfenikoly 442 408 530 362 525 1116
Cefalosporiny 338 291 420 547 474 600
Makrolidy 8874 8550 6509 5762 4672 4174
Peniciliny 26591 22935 12964 17865 18770 19247
Tetracykliny 35874 51245 55296 44856 36169 35564
Ruzna ATB 45 46 30 38 29 34
Graf 2. Spotfeba ATB v kg, v letech 2005-2010
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Pfi sledovani vyvoje kvality vyroby mléka v letech 2003-2010 (Tab. 5.), je zfejmy

pokles poctu zachycenych pozitivnich nalezi RIL. Celkové procentualni zastoupeni

pozitivnich vzorkl v rozborech zaméfenych na kontrolu kvality mléka se pohybuje na

pfiblizné stejné urovni.

Tabulka 5. Vysledky rozborti syrového mléka (HLAVACEK, 2012).

2003 2004 2007 2010 2011*
Esocet stad nad 20 2967 2747 1787 1347 1220
Poet dojnic 447462 422518 331574 503165 419614
Prumer dojnic ve 150,8 153,8 186.,0 374 344
stadé
RIL - vysetrene 103480 106488 33930 46319 29983
vzorky
RIL - pozitivni 251 195 76 63 30
RIL - % pozitivni 0,24 0,18 0,20 0,14 0,10
2003 2004 2007 2010 2011*
Podet stad do 20 ks 1277 1130 547 349 349
Poget dojnic 13861 12649 6321 8024 8329
Prumér dojnic ve 10,9 11,2 12,0 23 24
stadé
RIL - vysetrene 40000 39170 294 13637 84590
vzorky
RIL - pozitivni 41 30 10 8 5
RIL - % pozitivni 0,10 0,08 0,10 0,06 0,10

* leden - zafi

3.2.1 Maximalni rezidualni limity

Maximalnim rezidualnim limitem (MRL) se rozumi maximalni koncentrace rezidua

vytvofena po aplikaci veterinarniho IéCivého pfipravku, ktera je stanovena jako bezpecna

pro konzumenta v potravinach, vyjadfena v mg/kg nebo pg/kg suroviny, kterou Ize uznat

v potravinach za legalné povolenou nebo pfijatelnou. Pfi pfekro¢eni MRL se potravina

nebo suroviny nepovazuje za zdravotné nezavadnou (NAVRATILOVA, 2011).
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Klasifikace farmakologicky ucinnych latek podle MRL v potravinach Zivocisného
puvodu uvadi Nafizeni Komise (EU) &. 37/2010. U potravinovych zvifat smi byt pouzita
vyluéné takova l|éCiva, ktera obsahuji farmakologicky aktivni latky, pro které EMA
(Evropska agentura pro léciva) v souladu s Nafizenim Evropského parlamentu a Rady
(ES) &. 470/2009 stanovila pro dany druh Iégiva MRL (NAVRATILOVA, 2012).

Pfedpisy EU stanovuji v mléce MRL u fady substanci. V soucasnosti v8ak
neexistuje metoda umoznujici detekovat vSechny tyto substance ve stanovenych
hladinach. Proto byl IDF (International Dairy Federation) vyvinut tzv. integrovany systém
kontroly ATB v mléce, jehoz cilem je zajisténi kvalitni suroviny pro mlékarenské
zpracovani a zabezpeceni zdravotni nezavadnosti mléka a mlécnych vyrobkd pro
spotrebitele (NAVRATILOVA, 2002).

Vzhledem k exportu mléé&nych vyrobkul i do zemi mimo EU, napf. Ruské federace,

je nutné sledovat a fidit se pozadavky téchto odbératelu, viz. Tab. 6.

Tabulka 6. Pozadavky na hygienické limity RIL v syrovém mléce EU / RF

Antibiotika MRL - Pozadavky RF (ug/kg) MRL- Pozadavky EU (ug/kg)
Chloramfenikol 10 Nepovolen
Chlortetracyklin 100
Tetracyklinova y _
10 Oxytetracyklin 100
ATB .
Tetracyklin 100
Streptomycin 200
Streptomycin 500 _ ptomy _
Dihydrostreptomycin 200
4
Penicilin 4
Amoxycilin 4
Ampicilin 30
Beta- 10 Kloxacilin 30
laktamova ATB . .
Dikloxacilin 30
Nafcilin 30
Oxacilin
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3.3 RIZIKA SPOJENA S VYSKYTEM RIL V MLECE
3.3.1 Technologicka rizika RIL

Podle HOLCE (1989) inhibi¢ni latky znaéné ovliviuji a narusuji technologické
vlastnosti mléka, jako jsou syfitelnost a kvasnost, kterych se vyuziva pfi vyrobé syra
a fermentovanych mléénych vyrobk(. Kontaminace mléka RIL muize zpusobit inhibici
ristu anebo uhynuti bakterii mliééného kvaseni (BMK), které se pouzivaji pfi vyrobé
masla, jogurtl, syrl a zakysaného miléka. Tim se narusi prabéh syfeni, zakysavani
a zrani mlékarenskych technologii. Napfiklad pfi vyrobé masla a kyselé smetany narusuiji
rezidua ATB zrani smetany. Nezadouci mikrofléra se pfitomnosti ATB vétSinou nenici
a inhibice maslové kultury umoZzhuje vétsi rozmnozZeni této nezadouci mikroflory. Pfi
nedostateéném rastu kultury se nedostatecné vyviji i diacetyl, ovliviujici pfijemnou vani
masla. Chut takového masla je vétSinou necista a prazdna (HOLEC, 1989).

SVIRAKOVA a kol. (2005) potvrzuje schopnost BMK pouZivanych v potravinafstvi
inhibovat rust nezadoucich mikroorganisma, patogent a mikroorganismua zpusobujicich
kazeni potravin, produkci riznych druht antimikrobialnich latek, ¢imz zvySuji mikrobialni
bezpecnost potravin. Antimikrobialni vlastnosti mohou mit kromé zakysovych kultur téz
laktobacily. Kromé produkce kyseliny mlééné a CO,, jsou nékteré BMK schopny
produkovat i jiné antimikrobialni latky (bakteriociny, diacetyl, peroxid vodiku, ethanol,
organické kyseliny). Podle SVIRAKOVE a kol. bakteriocin nisin, produkovany kmenem
Lactococcus lactis inhibuje fadu grampozitivnich bakterii vCetné druhG a rodu
nezadoucich a patogennich (Listeria, Staphylococcus, Leuconostoc, Pediococcus).

Vliv pfitomnosti rezidui tetracyklinu (v koncentracich nizSich a blizkych
stanovenému MRL) na aktivitu zakladnich mlékaiskych kultur - smetanové a jogurtové
v syrovém kravském mléce sledovali KOSTELNIKOVA a kol. (2008). Z vysledki
hodnoceni kysaci aktivity smetanové kultury u 14 bazénovych vzorkl syrového kravského
mléka s koncentracemi tetracyklinu vrozmezi 0,075-0,45 mg.I" vyplynulo, Ze se
vzrustajici koncentraci tetracyklinu klesa titraCni kyselost vzork(, i u nejnizSich
koncentraci tetracyklinu dochazi k inhibici rdstu a aktivity smetanové kultury. K témér
uplné inhibici dochazi pfi koncentracich 0,40 a 0,45 mg.I". Bylo potvrzeno, Ze
koncentrace, které inhibuji BMK, bifidobakterie a bakterie propionového kysani, jsou
vSeobecné vysSi nez stanovené MRL. Na aktivitu jogurtové kultury inhibi€ni ucinek
tetracyklinu (celkem 7 koncentraci - 0,025-0,2 mg.I") nemé&l velky vliv. Zadna ze
zvolenych koncentraci tetracyklinu u jogurtové kultury nezpusobila uUplnou inhibici

mikroorganisma.
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3.3.2 Hygienicka rizika RIL

NAVRATILOVA (2012) uvadi jako hlavni hygienicka rizika spojena s vyskytem RIL:
- riziko vzniku a Sifeni bakterialni rezistence;

- negativni vliv na stfevni mikrofloru;
- alergické reakce;
- toxické ucinky.

Pfijem rezidui veterinarniho IéCiva s ucinnou latkou antimikrobni povahy muze
pfedstavovat dvoji riziko pro lidské zdravi. Prvni rizikovy faktor spociva v naruSeni
kolonizace normaini intestinalni fléry. Druhy faktor pfedstavuje mozné zvy3eni populace
rezistentnich bakterii a to bud v dasledku ziskani rezistence dfive citlivych kmena, nebo
relativnim zvy$enim podilu méné citlivych mikroorganismt (NOVOTNA a kol., 2006).

Rezistence vici ATB se vyskytuje ve dvou typech a to jako primarni a ziskana:

- Primarni rezistence (pomérné vzacna) vaci uritému ATB je dana druhem bakterie
a jeho pfirozenymi vlastnostmi. Bez jakékoli genetické zmény je takovy druh bakterie
rezistentni prosté proto, Ze pro dané ATB nenese zasahové misto. Napfiklad nékteré
gramnegativni bakterie jsou ve srovnani s grampozitivnimi podstatné méné citlivé na
penicilin, jsou vSak citlivé vici antibiotikim jinym.

- Ziskana rezistence (ij. vétSina rezistenci) vznika jako dasledek mutaci nebo riznych
genetickych prenosu. Bakterie, kterou pivodné ATB zabijelo, najednou za¢ne byt odolna
(http://www.vesmir.cz/clanek/rezistence-na-antibiotika, stazeno 5. 2. 2012).

Zavaznou otazkou je posuzovani alergickych reakci u konzumentt miéka s rezidui
ATB. ATB se Sirokym spektrem ucinnosti (tetracykliny, neomycin, streptomycin, bacitracin
atd.) nejsou z hlediska senzibilizace (zvySeni citlivosti) velkym potencialnim nebezpe&im,
pFitomnost penicilinu v mléce je ale zavazna (ROSIVAL a kol., 1998).

Alergie jsou vyvolany po pfedchozi senzibilizaci i malou davkou ATB (nejCastéjsi
u penicilind). Klinické projevy jsou vyrazky, edémy, horeCka, fotodermatdzy (kozni
onemocnéni vyvolané u€inkem svétla), zachvaty bronchidlniho astmatu az anafylakticky
Sok (vystuphiovana alergicka reakce na cizorodé latky, alergeny, doprovazena poruchami
krevniho obé&hu a dychani). Nebezpetné formy jsou spojeny zejména s parenteralnim
podanim ATB. V dusledku lokalniho podani se lze setkat také s kontaktni alergii
(neomycin). Vzacné nejsou ani toxické reakce, na kterych se podili pomocné latky
pfitomné v lékovych formach (http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antibiotika, stazeno
5.2.2012).

HAUBERT, PROUZA (1991) uvadi, Ze senzibilizace organismu mulzZe vést

az k vaznym alergickym reakcim, napf. rezidua penicilinu mohou vyvolat alergické reakce
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s letalnim koncem. NejvétSim nebezpeCim je ale vznik rezistentnich saprofytickych

a patogennich mikroorganismu, kdy se pfi 1é€bé ukazuji bézna ATB nebo sulfonamidy

jako zcela neudinna. Dle FOXE (2006) i nizké koncentrace nékterych ATB, napf. 3. 10-6
mj. penicilinu mohou u alergikd vyvolat dramatickeé klinické reakce.

Rezidua inhibi¢nich latek se hromadi nejvice v jatrech a ledvinach, u lipofilnich
sloucenin (napf. pesticidy) v tukové tkani. Vzhledem k jejich kumulaci v organismu a ¢asto
dlouhému vyludovani se mohou pfiznaky vyskytovat i po del$i dob&. Rada cizorodych
latek ma pfitom karcinogenni, hepato-, nefro- &i neurotoxické ucinky, pfispivaji ke snizené

obranyschopnosti organismu a zp(isobuiji poruchy reprodukce (SAMKOVA, 2010).

3.4 PREVENCE VYSKYTU RIL V MLECE
3.4.1 Zasady prevence vyskytu RIL v prvovyrobé

Efektivni pfistup prevence vyskytu je zavedeni HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points) - systému kritickych kontrolnich bodl. Program vymezuje 10
kritickych kontrolnich bodud, vEetné screeningovych testu jako prevence rezidui ATB.
Téchto 10 bodl je zaméfeno prfedevsim na choroby, prevenci a fizeni |éCby ATB, pficemz
jeden bod je zaméfen na pouziti screeningovych testl inhibi¢nich latek (SISCHO, 1996).

Jednou z nejCastéjSich pfiCin zhorSeni kvality mléka a tim pfimych a nepfimych
ekonomickych ztrat v chovech jsou mastitidy. Vyskyt tohoto onemocnéni ovliviiuje mnoho
faktor(, pfedevs§im hygiena, oSetfovani, krmeni a vyziva, technologie a hygiena dojeni,
stadium laktace a dalSi. Mastitidy vedou ke sniZeni produkce mléka, jeho znehodnoceni
(musi byt vylou€eno z dodavky), snizeni vykupni ceny v dusledku poklesu jeho kvality
(zafazeni do nizSi kategorie), zvySeni nakladl na IéCiva a veterinarni oSetfeni.

Mezi nejCastéjsi patogeny mlécné Zlazy se zaradila Escherichia coli, na vzestupu
jsou i mastitidy vyvolané Streptococcus uberis (HUML a PASKOVA, 2003).

Mastitidy I1ze epidemiologicky rozdélit do dvou skupin:

1. infekéni (primarnim rezervoarem patogen je infikovana mlééna zlaza);

2. environmentalni (primarnim rezervoarem puvodcu je Zivotni prostfedi zvifat).
Prevenci infekénich mastitid je pfedevSim dezinfekce strukd po dojeni, 1éEba krav v dobé
zaprahlosti, vyfazovani nemocnych kusu, terapie klinickych pfipadd mastitid a spravné
sefizeni dojiciho aparatu. Terapie v dobé zaprahlosti je u€inna pouze u ¢asti pfipadq,
zpUsobenych environmentalnimi streptokoky (HUML a PASKOVA, 2003).

Pro volbu U¢inné 1écby je jednim ze zakladnich predpokladl prikaz plvodce
mastitidy a stanoveni jeho citlivosti k ATB (NOVOTNA a kol., 2006).
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Mastitida jako nejCastéjSi onemocnéni dojnic vyZaduje v mnoha pfipadech terapii
antibiotickymi pfipravky, a to bud pouze intramamarnimi nebo i v kombinaci
s parenteralnimi (podle klinického stavu zvifete). Pouzivani ATB pfi |éCbé mastitid by se
mélo fidit pravidly, ktera stanovuje antibioticka politika. Antibioticka politika (1999) je
soubor opatfeni pro u€inné a bezpecné pouzivani ATB. Jejim cilem je zajistit vysokou
odbornou urover antimikrobni &by, omezit vznik a Sifeni rezistentnich mikroorganismu
atak zachovat co nejdelsi uc€innost ATB. V pfiloze antibiotické politiky je uvedena
kategorizace veterinarnich antibiotickych |é€iv na volna a s indikaénim omezenim
(NOVOTNA a kol., 2006). Odpovédnost za provadéni nese Statni veterinarni sprava CR
a Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatt a légiv (HERA a kol., 2002).

V fadé studii byla pfi hodnoceni vyskytu mastitid prokazana rGzna frekvence
vyskytu jednotlivych skupin mikroorganismd na kdzi strukd v obdobi stani na sucho, po
porodu a nasledné laktaci. K ovlivnéni dochazi také pouzivanim rdznych desinfekénich
prostfedkd, ale i ATB v dobé zaprahlosti, stavem mlééné zlazy béhem jednotlivych fazi
laktace a urovni imunitni odpovédi daného jedince. Riznorodost spektra pavodcu byla
zaznamenana rovnéz vzhledem k poctu prodélanych laktaci (SMOLA a HAAS, 2003).

V obdobi zaprahovani muzeme vyléCit jak klinické, tak subklinické mastitidy
a pokusit se tak zachranit bfezi dojnice i s chronickym onemocnénim mlécné Zlazy.
Zpusob zaprahovani ovliviiuje zdravotni stav mlécné Zzlazy. Aplikace ATB v dobé
zaprahovani muze eliminovat az 80 % existujicich infekci a mize byt i vyznamnym
preventivnim opatfenim novych infekci ziskanych v dobé tzv. stani na sucho
(SEYDLOVA, 2011). Pokud v priib&hu laktace nebyly zaznamenany Zadné problémy se
zdravotnim stavem mlécné zlazy a pocet somatickych bunék (PSB) dosahoval hodnot do
200 tisic v1 ml mléka, tak podle SEYDLOVE (2011) Ize volit neantibioticky zpdsob
zaprahovani. Pokud jsou hodnoty PSB vy$Si nez 200 tisic v1 ml, ale bez klinického
nalezu mastitidy, je vhodné aplikovat do jednotlivych strukd ATB uréené k zaprahovani,
zvolené podle citlivosti na zjiSténé patogeny a doplnit jej strukovou zatkou
neantibiotického prostfedku. Pokud je zjisténa aktualné mastitida, je nutné se pokusit ji
preléCit ATB uréenymi na |éCbu v laktaci a teprve nato dojnici zaprahnout ATB na
zaprahovani a aplikovat neantibioticky prostfedek.

V soudasné dobé& je v CR (NOVOTNA a kol., 2006) registrovano celkem 45
intramamarnich antibiotickych pfipravkd. Jedna se o pfipravky jednoslozkové
i kombinované, urené bud pro laktujici kravy (celkem 24 pfipravkd) nebo kravy v obdobi
zaprahlosti (celkem 21 pfipravk(). U pfipravk( uréenych pro obdobi zaprahlosti jsou
ucinné latky zamérfené spiSe na grampozitivni zarodky a maji prodlouzenou dobu
pusobeni u¢inné koncentrace (a také delSi OL) - v této skupiné jsou nejCetnéjsi pfipravky
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obsahujici jako ucinnou latku kloxacilin. Z ucinnych latek jsou ve vSech intramamarnich
pfripravcich nejCastéji zastoupena beta-laktamova ATB (zejména kloxacilin), ale
zastoupena jsou i ATB z jinych tfid (aminoglykosidy, cefalosporiny, tetracykliny), z dalSich
antimikrobnich latek najdeme mezi intramamarnimi IéCivy - kolistin, novobiocin,
linkomycin, pirlimycin a také kombinaci sulfonamid - trimetoprim (NOVOTNA a kol., 2006).

Skute€nost, Ze nejCastéjSi pFiCinou RIL v mléce jsou antibiotické pFipravky,
potvrzuje vice autorti. Napf. NAVRATILOVA (2012) mluvi o 95 %, HAUBERT (1991)
0 80 %, DOLEZAL a kol. (2000) uvadi, ze 90 az 99 % nalez( RIL v mléce ma svdj plvod
pfedevSim v |écbé ATB (z toho nezfidka 50 % penicilinové) a nasledném pochybeni
personalu pfi dojeni. Byl uveden pfipad, kdy jedna penicilinem oSetfena ¢tvrt podojena
do bazénu znehodnotila cely nadoj 100 kusového stada (DOLEZAL a kol., 2000).

Pro minimalizaci nebo eliminaci rizik spojenych s rezidui je nutné pro kazdé
veterinarni lé€ivo stanovit spravnou ochrannou |hitu (OL). OL se rozumi interval mezi
poslednim podanim (aplikaci) veterinarniho |é€ivého pfipravku zvifatim za normalnich
podminek pouziti a vyrobou potravin z takovych zvifat k zajisténi, ze takovéto potraviny
neobsahuji rezidua v mnozZstvi pfesahujicim MRL. Je nutné, aby kazda antimikrobni
uginna latka obsazena v téchto pripravcich méla stanoven MRL. Dle NOVOTNE a kol.
(2006) je hlavni farmakologicky ucinek v pfipadé antimikrobnich latek zaméfen proti
bakteriim a proto je MRL zaloZzeno na mikrobiologickém akceptovatelném dennim pfijmu
(ADI).

Dlvody pro stanoveni a dodrzovani OL jsou toxikologické, technologické a etické.
OL se zavadi pro jednotlivou lékovou formu, druh zvifete a surovinu. Pokud neni
u prislusného léciva pro dany druh nebo kategorii zvifat OL stanovena, stanovi veterinarni
lékaF nejméné standardni OL - pro mléko plati 7 dnii (NAVRATILOVA, 2011). OL se
zabyva mimo jiné Zakon €. 332/2008 Sb. o veterinarni péci., dale EMEA/CVMP/473/98.

Pfevladajicim zdrojem kontaminace mléka je intramamarni aplikace. DalSi cesty
kontaminace miléka predstavuji perkutanni, intrauterinni, subkutanni, intramuskularni
a intravendzni aplikace 1é&iv (NAVRATILOVA a kol., 2007).

HAUBERT a kol. (1991) uvadi, ze pfi aplikaci vy$Sich davek pfipravku, nez je
uvedeno v navodu nebo pfi opakovaném intramamarnim oSetfeni mlééné Zlazy jsou
rezidua v tkanich a v produktech déle, nez je stanovena OL, protoze OL jsou stanovovany
u zdravych zvifat, u nemocnych je doba vyluCovani i pfetrvavani delsi.

Je tfeba zdlraznit, Ze pfesné stanovena OL se Fidi nejen typem antimikrobni latky,
eventuelné kombinacemi antimikrobnich latek v pfipravku, ale zavisi také na pfesném
slozeni pfipravku a jeho farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnostech
(NOVOTNA a kol., 2006).
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Na trhu v CR jsou v sougasné dobé dostupné registrované intramamarni pfipravky
indikované v laktaci - zde je OL kratdi v porovnani s pfipravky aplikovanymi v dobé
zaprahnuti. U téchto pfipravki se OL pohybuje vrozmezi 3-10 dojeni. U pfipravkl
indikovanych v dobé zaprahnuti, je OL je specifikovana ve vztahu k délce zaprahlosti
a pfedpokladaném terminu oteleni (NOVOTNA a kol., 2006).

Studie perzistence ATB v organismu krav po 1éEbé& mastitid dolozily, ze v 15-30 %
pfipadu dochazi k prfekro¢eni OL o 1 az 7 dnl. Toto plati jak na ATB v laktaci, tak na
dlouze plsobici ATB pfi terapii béhem zaprahovani vemene (DOLEZAL a kol., 2000).

Prevence zachytu RIL v mléce spociva predevSim v peclivé evidenci zvifat
oSetfenych ATB, vyfazovani jejich mléka, dodrzovani OL léciv, ale zejména v individualni
kontrole preléCenych krav na RIL pfed zafazenim jejich mléka zpét do dodavky. To Ize
zajistit v dostupnych laboratofich nebo stajovymi testy (DOLEZAL a kol., 2002).

Dle NAVRATILOVE (2012) mohou byt ATB pfitomna v mléce jako ptvodni
nezménéna forma, bioaktivni metabolit, inaktivni metabolit, latky vznikajici pfi
metabolismu nebo odvozené metabolity.

Tzv. pétibodovy antimastitidni program zahrnuje nejdulezitéjSi preventivni
opatfeni, mezi ktera patfi pfredevsim:

1/ dezinfekce strukl, pfi prokazatelném zvySeni frekvence prostfedovych patogenu je
nutné vybirat bariérové typy preparatq;

2/ terapie pfi zaprahovani, nepodcefiovat vyznam bakteriologického vySetfovani
a stanoveni citlivosti patogend na ATB. VYLETELOVA (2003) uvedla za 10 let snizeni
citlivosti mastitidnich patogenl k nej¢astéjSim ATB u vSech patogenu. Hlavni rozdily
v citlivosti byly pro neomycin, novobiocin a tetracyklin. U novobiocinu vzrostl vyskyt
rezistentnich kmen( Staphylococcus aureus z 2 na 29 %, u Streptococcus agalactie z 36
na 92 % a Streptococcus uberis ze 7 na 68 %;

3/ dusledné korektury dojici techniky;

4/ terapie v laktaci;

5/ mezidezinfekce dojiciho stroje (zpétny proplach i vodou je vyznamny v kombinaci
s ponofenim strukovych navle¢ek do dezinfekéniho roztoku), pfistupy air- wash a back-
flush, nejlepsi technické FeSeni tzv. zpétného proplachu.

V ekologickych chovech se vedle dusledné prevence uplatiuje také redukce
nemocnych kusl a homeopaticka [éCba. Seriézni projekty naznacCily, Ze pfi dobré
prevenci, homeopatické terapii s omezenym pouzitim ATB lze stav stada z hlediska
mastitid udrzet na dobré urovni. Pokud se vSak jedna o klinické pfipady mastitid, ucinnost
homeopatické 168by je niz$i a v té&chto pFipadech je lepsi ATB pouzit (HANUS a kol.,
2007).
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Miéko s nalezem klinické mastitidy vykazuje pfi vySetfeni na RIL dubiosni vysledky
z dlvodu imunitni odpovédi organismu a obsahu endotoxinl. Jistym podstupném
pozitivniho nalezu RIL v mléce je nahlé sniZzeni kysaci aktivity mléka. Jde zejména
o0 mléka mastitidni nebo mléka od dojnic s metabolickymi nebo sekreCnimi poruchami
(SEYDLOVA, 1998).

TICHACEK a kol. (2007) shrnuje prevenci RIL do nasledujicich bodu:
- podavani ATB cilené a pod kontrolou veterinarniho Iékare, oznaceni Ié€enych dojnic;
- informovanost oSetfujiciho personalu;
- zmény v technologii dojeni - 1é€ené dojnice dojit nakonec, vyloucit potrubni dojeni, dojit
do konvi, v dojirné |é€ené dojnice separovat do samostatné skupiny, dojit oddéleng,
nemisit nadoje, vyluka mléka lé&enych dojnic;
- CiSténi a dezinfekce dojicich jednotek po kazdé léEené dojnici;
- kontrola Ié€enych dojnic pfed obnovenim dodavky stajovym testem;
- kontrola cisternovych vzork(, laboratorni a praktické dohledani ptivodcu ¢i pficin RIL.
Dale TICHACEK a kol. (2007) doporuéuje zabranit krmeni medikovanych a pfipadné
plesnivych krmiv, eliminovat moznost pruniku sanitacnich roztok( do mléka, neoSetfovat
chemicky krmiva pfed krmenim, zabranit pfipadné praniku chemikalii do pfipravenych
krmiv.

Velice vyznamnym faktorem v prevenci RIL je zésada zdravotni optimalizace

chovanych dojnic spolu s dobrou organizaci chovu (SEYDLOVA, 1998).

3.4.2 Zasady prevence vyskytu RIL v mlékarenském primysiu

Integrovany systém kontroly ATB v mléce, jehozZ cilem je zajiSténi kvalitni suroviny
pro mlékarenské zpracovani a zabezpeCeni zdravotni nezavadnosti mléka a mlécnych
vyrobkd pro spotfebitele vyuziva HACCP konceptu k minimalizaci rizik. Zahrnuje dvé
hlediska - jednak aplikaci rlznych metod detekce RIL v mléce a mléénych vyrobcich
a také soucasné rozdéleni zodpovédnosti za zdravotni nezavadnost od prvovyroby miléka,
zpracovatele aZ po kontrolu potravin (NAVRATILOVA, 2002).

Zakladnim cilem stanoveni inhibi€nich latek v mléce je zabezpecleni zdravotni
nezavadnosti vyrobkd pro spotfebitele a jistota kvalitniho technologického zpracovani
suroviny (NAVRATILOVA, 2002).

Mléko je na pfitomnost RIL monitorovano v riznych mistech vyrobniho procesu,
v prvovyrobé, v mlékarng, v centralnich laboratofich (CL) a statnich laboratofich (SVU),
popF. v dalich akreditovanych laboratofich (NAVRATILOVA, 2002).
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Systém kontrol a vySetfeni mléka na RIL v mlékarenském zavodé: v nasledném
schématu jsou znazornény cesty syrového mléka zavisejici na vysledcich jednotlivych

kontrolnich test.
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U

Mléko uréeno k likvidaci, dalSi odbér
mléka od dodavatele pozastaven az
do doby napravy (potvrzeni v CL,
svU)

3.5 TESTY A METODY DETEKCE RIL V MLECE

Metody stanoveni RIL v mléce Ize rozdélit do dvou na sobé zavislych kroku:
1. plodné monitorovani - pouzivaji testy umoznujici rychlé stanoveni pfitomnosti RIL
2. cilené vySetfovani - pouzivaji metody na identifikaci a konfirmaci inhibi¢ni latky (zjisténi

konkrétniho druhu a koncentrace léciva)

3.5.1 Plo$né monitorovani - screeningové metody

- provadi se: 1/ komercné vyrabénymi selektivnimi rychlotesty;
2/ komeréné vyrabénymi Sirokospektralnimi rychlotesty;
3/ plotnovymi metodami
PouZiti screeningovych metod je rozSifené zejména v prvovyrobé a v mlékarnach.
V prvovyrobé mléka mlze veterinarni Iékaf nebo zootechnik testem provadénym pFimo
u léCené dojnice zkontrolovat hladinu ATB po ukonceni OL a tim zabranit pfipadnému
znehodnoceni celé dodavky mléka. V pfijmovych laboratofich mlékaren je témito

metodami kontrolovana surovina pro vyrobu, pfedevsim vySetfenim cisternovych vzorku.
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Podle NAVRATILOVE a kol. (2007) by plo$né monitorovani nemélo byt zaméfeno
jen na beta-laktamova ATB, ale i na skupinu tetracyklinovych ATB.

3.5.1.1 Selektivni rychlotesty

Selektivni rychlotesty umoznuji velice rychlou detekci RIL, ale pouze kvalitativni
stanoveni. Jedna se o receptorovou analyzu, umoZziujici detekci beta-laktamovych ATB
spolu s cefalosporiny, tetracyklinl a aminoglykosidu, tylosinu, sulfonamidt, chinolond
a chloramfenikolu, viz. Tab. 7. -13. Jak uvadi JERABKOVA (2011), vétsina téchto test(
detekuje pouze jednu skupinu ATB, jen nékteré testy umozriuji detekci obou skupin
najednou (napf. Twinsensor BT, Charm Rosa Test). Nékteré testy detekuji i tfi skupiny

I&Civ sou€asné (tetracykliny + beta-laktamy spolu s cefalosporiny + sulfonamidy).

Tabulka 7. Selektivni testy - Twinsensor BT

TWINSENSOR BT
Test ve formatu ponorného prouzku pro selektivni detekci ATB,
CHARAKTERISTIKA | umozhuje souCasnou detekci ATB beta-laktamovych spolu
s cefalosporiny a tetracyklinova ATB.
Receptorova analyza. Test se sklada ze dvou prvkd.
1. mikrojamka obsahujici pfesné mnozstvi obou receptorl
a protilatek vazanych na Castice zlata, 2. ponorny prouzek
PRINCIP vytvofeny z membran, tvoficich testovaci linky umisténé z obou
stran kontrolni Twinsensor BT linky. Linka zachytavajici peniciliny
se nachazi pod kontrolni linkou, zatimco linka specificka pro
tetracykliny nad kontrolni linkou.
DOBA STANOVENI | 6 minut

1. vizualni - kvalitativni (ANO-NE), porovnavanim poméru

VYHODNOCOVANI zabarveni kontrolni a testovaci link
VYSLEDKU oni fonirolni @ festovact Iny-

2. semikvantitativni - pomoci ¢teciho zafizeni ReadSensor.
TYPY TESTU BT 00660+ detekce tetracyklinovych ATB - 100 ug/kg (100 ppb)

BT 00620- detekce tetracyklinovych ATB - 10 ug/kg (10 ppb)

Obr. 1., 2. Inkubator, éteci zafizeni s tiskarnou k testu Twinsensor BT
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Tabulka 8. Selektivni testy CHARM ROSA test

CHARM ROSA

Kombinovany test umoziujici detekci vétSiny pouzivanych beta-
CHARAKTERISTIKA | laktamovych a 3 zakladnich typu tetracyklinovych ATB na hranici
limitu nebo i pod limitem MRL.

Jednokrokova, stripova analyza. Strip obsahuje receptory a
PRINCIP protilatky a  ponorny  prouzek vytvofeny z membran,
zachytavajicich ATB.

DOBA STANOVENI | 8 minut

1. vizualni - kvalitativni (ANO-NE) porovnavanim pomeéru

VYHODNOCENI ) } i
VYSLEDKU zabarvgm k.ont.rolrn a testO\’/ajm I|'nky. o
2. semikvatitativni - pomoci ¢teciho zafizeni ROSA Reader.
- MRL BL/TET Test (beta-laktamova ATB spolu s cefalosporiny +
tetracykliny)
- MRL Beta-laktam Test
TYPY TESTU - Tetracykline Test

- Enroflox Test (pouze detekce enrofloxacinu)
- Sulfonamide Test

- Streptomycine Test

- Chloramfenikol Test

Obr. 3. Testovaci stripy Charm ROSA (zdroj:http.//www.rhinestone.webnode.cz)

adhezni podloZka toxin " e
nitrocelulosova podlozka R
zo6na s testovacim a kontrolnim pruhem C vzorek
absorpéni podlozka 1 ku"_clli. l
sava podloZka pro aplikaci vz. I/
L il L 1
1 m

negativni platny neplatny

:H $H :H ‘:H :H :H 5:H =
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Tabulka 9. Citlivost testi Twinsensor BT testti a Charm Rosa testu

ppb (ug/kg) MRL Twin 00660 + Twin 00620 Charm Rosa
Beta-laktamova ATB
Penicilin G 4 2-3 2-3
Ampicilin 4 3-5 2,5-4
Amoxicilin 4 3-5 2,5-4
Kloxacilin 30 6-8 25-35
Méné casta ATB
Cefazolin 50 18-22 8-16
Cefoperazone 50 3-4 4-8
Ceftiofur 100 10-15 20-50
Cephapirin 60 6-8 4-8
Tetracyklinova ATB
ppb (ng/kg) MRL Twin 00660 + Twin 00620 Charm Rosa
Chlortetracyklin 100 45-55 6-7,5 50-100
Doxycyklin 100 20-40 2,5-5 neuveden
Oxytetracyklin 100 56-75 7,5-10 50-100
Tetracyklin 100 75-100 10-12 20-40

1 ppb priblizné odpovida koncentraci 1mg latky v 1 m? roztoku

Tabulka 10. Selektivni testy ROSA testy - BETA STAR, TETRA STAR

ROSA TESTY

quinolonovy, aflatoxinovy.

V souCasné dobé jsou Kk dispozici tyto testy:
CHARAKTERISTIKA | tetracyklinovy, sulfonamidovy, kombinovany

beta-laktamovy,

(beta + tetra),

PRINCIP . e
na imunochromatografické médium.

Navazani specifického receptoru a ATB a nasledné preneseni

DOBA STANOVENI | 3 minuty

Negativni - testovaci linka (spodni) je zfeteln&jsi nez linka

VYHODNOCENI referenéni.

VYSLEDKU Pozitivni - testovaci linka slabsi nez referenéni (horni), jednoznaéné
pozitivni - testovaci linka zmizi uplné.

TYPY BETA STAR - rychlé prokazani beta-laktamovych ATB

TETRA STAR - test k rychlému prokazani tetracyklinovych ATB
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Tabulka 11. Selektivni testy - DELVO-X-PRESS

DELVO-X-PRESS test

CHARAKTERISTIKA

Enzymaticky, screeningovy test ke stanoveni beta-laktamovych ATB.

PRINCIP Kvalitativni kompetitivni recepce enzymu na receptor.
DOBA STANOVENI | 6 minut

VYHODNOCENI Hodnoty pfistroje: < 25 negativni vysledek
VYSLEDKU > 26 pozitivni vysledek

Tabulka 12. Selektivni testy - PENZYME test

PENZYME test

CHARAKTERISTIKA

Enzymaticky, screeningovy test ke stanoveni beta-laktamovych ATB.
BézZné se pouziva pro testovani koziho mléka.

Pokud mléko  obsahuje beta-laktamova  ATB, enzym
PRINCIP karboxypeptidaza zplsobuje zménu barvy média, jelikoz ATB udrzuji
enzym stabilni a neaktivni.
VYHODNOCENI Negativni - barva média rizova az oranzova.
VYSLEDKU Pozitivni - barva média se méni na Zlutou.

Tabulka 13. Selektivni testy - SNAP test

SNAP test

CHARAKTERISTIKA

SNAP ® BETA-LACTAM TEST- detekuje beta-laktamova ATB.
SNAP® TETRACYKLIN TEST KIT- detekuje tetracyklin,
chlortetracyklin a oxytetracyklin.

SNAP ®duo Beta-tetra - detekuje beta-laktamova ATB i tetracykliny.

PRINCIP Enzymatické vazani receptoru testu, na hladiné MRL nebo niZSich.
DOBA STANOVENI | 6-10 minut
&
&)
VYHODNOCENI @
VYSLEDKU ®

negativni pozitivni
Negativni vysledek: zkuSebni policko je tmavsi nebo stejné nez
kontrolni.
Pozitivni vysledek: zkuSebni policko je svétlejSi nez policko kontrolni.
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3.5.1.2 Sirokospektralni rychlotesty

Tabulka 14. Sirokospektraini testy - DELVOTEST SP - NT

DELVOTEST SP - NT

CHARAKTERISTIKA

Standardni difuzni test pro spolehlivé stanoveni RIL v mléce
a mléénych vyrobcich Umozfuji detekci Sirokého spektra ATB,
sulfonamidl i dezinfek&nich latek.

Agarové zivné médium (umisténé v ampulich &i mikrotitracnich
destickach) obsahuje pfesné definované mnozstvi  spor
mikroorganism( Bacillus stearothermophillus v. c. C953, ktery

PRINCIP je velice citlivy na rezidua inhibi¢nich latek. V pfipadé negativniho
vzorku mléka se uvedeny kmen béhem inkubace pomnozuje,
produkuje kyseliny, méni se pH média, coz zplsobuje zménu
zabarveni média.

DOBA STANOVENI 3 hodlny - nekonzervovane’ vzorkyvprl 64 °C. o
3,5 hodiny u konzervovanych napf. Heschenovym ¢&inidlem.

VYHODNOCENI Pozitivni - médium zlstava fialové az modrofialové.

VYSLEDKU Negativni - barva média se méni Zlutou.

TYPY TESTU DELVOTEST SP- NT 5 PACK - mikrotitraéni desti¢ky

DELVOTEST SP- NT ampule

Obr. 4., 5. Vzorek pozitivni (+) a negativni (-) na testu Delvotest ampule a mikrodesticka

Odecet vysledkl Delvostestu SP provadime po 3 hodinové inkubaci pii teploté 64°C + 0,5°C, kdy hodnotime zabarven(
spodnich 2/3 agarového média viz. obrdzek:

Pozitivni vysledek fialové a2z modrofialové zabarveni Negativni vysledek Huté a2 2utozelend zabarveni

"R LR

!
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Tabulka 15. Sirokospektralni testy - ECLIPSE

ECLIPSE

CHARAKTERISTIKA

Standardni difuzni test pro spolehlivé stanoveni RIL v mléce
a mléénych vyrobcich. Umoznuji detekci Sirokého spektra ATB,
sulfonamidd.

Spociva v inhibici mikrobialniho ristu a agarové difuze spojené

PRINCIP se zménou barvy indikatoru v dasledku zmény pH agaru, zptsobené
rustem testacniho kmene (Bacillus stearothermophilus).

DOBA STANOVENI | 2,15-2,45 hodiny pfi 64 °C.

VYHODNOCENI Pozitivni - agar barvu neméni, zGstava modrofialova.

VYSLEDKU Negativni - zména barvy agaru z modrofialové na Zlutavou.

TYPY TESTU ECLIPSE 50

ECLIPSE 100

Obr. 6., 7. Vzorek pozitivni (+) a vzorek negativni (-) na testu Eclipse 50, mikrodesticka

Tabulka 16. Sirokospektréini testy - CHARM FARM test

CHARM FARM test

CHARAKTERISTIKA

Detekuji Siroké spektrum RIL, na urovni MRL pfedevSim beta-
laktamova a sulfonamidova léciva.

PRINCIP ZaloZen na inhibici ristu mikrobialni kultury.
DOBA STANOVENI |3 hodiny

VYHODNOCENI Vizualné, podle barevného klin
VYSLEDKU uaine. p Y

TYPY TESTU 960 - lamaci desticka

Vial - mikroampule

34



W7
Čára


Tabulka 17. Sirokospektralni testy - KALIDOS NEW

KALIDOS NEW

Test je zaloZeny na mikrobialni inhibici. Umoziuji detekci Sirokého

CHARAKTERISTIKA o
spektra ATB, sulfonamidu.

Nejsou-li v mléce pfitomné zadné IL, nebo je jejich koncentrace nizsi,
nez je hodnota limitu detekce, spory bacila vykli€i, rozrostou se
a budou metabolizovat cukr. Kyselina vytvarena pfifermentaci
PRINCIP glukézy méni nachovou barvu bromkresolového indikatoru na
intenzivni Zlutou. PFi pfitomnosti inhibi¢nich latek je kli¢eni a rast spor
bacila inhibovan. Nedochazi ke kvaseni glukézy, kyselina
se neprodukuje a indikator pH si zachovava nachovou barvu.

DOBA STANOVENI | 2,5-3 hodiny pfi 65 °C.

VYHODNOCENI Pozitivni - agarové médium barvu nemeéni, zlistava nachova.
VYSLEDKU Negativni - zména barvy agarového média na Zlutou.

Ampule - rozlomitelné zkumavky
Mikrodesti¢ky

TYPY TESTU

Obr. 8. Vzorek pozitivni (+) a vzorek negativni (-) na testu Kalidos New

Princip, vyhodnoceni vysledkd a pouziti jsou v celé skupiné Sirokospektralnich
testu velmi podobné. Pfi odecitani testd posuzujeme hlavné dolni 2/3 agaru, horni mohou
ovliviiovat pfirozené inhibitory, somatické buriky ¢&i alkalita vzorku. PFi detekci
Sirokospektralnimi testy je dulezité pouziti negativni kontroly, coz je vzorek mléka
bez obsahu ATB, dodavany v suSeném stavu spolu s testem, pfedevSim z divodu
stanoveni optimalni doby inkubace. DoporuCuje se téz pouZiti kontroly pozitivni. Pfi
stanovovani RIL se pouzivané testy liSi zejména podle limitu detekce. Limit detekce je
definovan jako minimalni mnozstvi ATB schopné zcela inhibovat rust bakterii za danych
podminek testu.

Citlivost jednotlivych testl se liSi vzhledem k MRL a je uvadéna vyrobcem (Tab. 18.).
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Tabulka. 18. Citlivost Sirokospektralnich testu (dle vyrobce v mg/kg)

Lécivo Delvotest Eclipse MaxSignal Kalidos New MRL
SP - NT
Beta-laktamova ATB
Penicilin G 0,002-0,003 0,004 0,002-0,003 | 0,002-0,004 0,004
Ampicilin 0,006-0,008 0,005 0,002-0,004 0,03-0,004 0,004
Cefapirin 0,006-0,008 0,008 0,006-0,009 neuvadi 0,006
Kloxacilin 0,015-0,40 0,030
Tetracyklinova ATB
Tetracyklin 0,800 0,150 0,050-0,100 0,100-0,200 0,100
Oxytetracyklin 0,800 0,150 0,050-0,100 0,100-0,200 0,100
Aminoglykosidova ATB
Neomycin 0,300-0,600 2,00 0,450-0,500 neuvadi 1,500
Gentamycin 0,200 neuvadi 0,100-0,150 neuvadi 0,100
Streptomycin neuvadi 3,00 0,100-0,200 | 0,400-0,800 0,200

Pouziti Sirokospektralnich testu:

- prvovyroba - kontrola mléka preléCenych dojnic pfed jeho zafazenim do dodavek;

- centralni laboratofe, Statni veterinarni ustavy a zpracovatelské zavody:

- kontrola bazénovych vzork( dodavatel(;

- kontrola negativity finalnich mlékarenskych vyrobkd;

- potvrzeni pozitivnich vysledk( rychlotesti pouzivanych pro kontrolu pfijimaného

mléka.

Vyhodou téchto metod je Siroké detekéni spektrum, jednoduchost,
nakladnost, moznost screeningového vySetfeni vice vzorkd najednou. Nevyhodou je
nemoznost identifikace ATB, jsou pouze kvalitativni, maji dlouhou inkubaéni dobu. Jsou
vysoce citlivé v0c&i beta-laktamovym ATB a predevSim penicilinu,

sulfonamidy, tetracykliny, méné citlivé k ostatnim antimikrobialnim latkdm jako jsou

aminoglykosidy, makrolidy.
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Z porovnani jednotlivych testd vyplyva, ze zadny test nedetekuje rezidua vSech
léCiv s vyhovuijici citlivosti vzhledem k MRL, je vhodné pouzivat vice testd a metod a jejich
vzajemné kombinace (JERABKOVA, 2011).

Testy nejsou citlivé pro chloramfenikol (BOTSOGLOU a FLETOURIS, 2001).

NAVRATILOVA (2010) doporuduje kombinovat riizné metody detekce:
mikrobiologické metody, identifikaéni fyzikalné-chemické metody a jejich vzajemné

kombinace.

3.5.1.3 Mikrobiologické plotnové metody

Princip metody - plotnové metody umozriuji skupinovou identifikaci inhibi¢ni latky, provadi

se jako agar difuzni test. Vzorky se umisti na plotnu s pldou inokulovanou testovacim
kmenem. Difuze antibakterialni latky se projevi formou tvorby zo6n inhibice ristu
testovaciho mikroorganismu. Podle velikosti inhibiéni zény je mozny i odhad pfiblizné

koncentrace RIL.

Tabulka 19. Plotnové metody- metoda étyr ploten (€. 1-4), metoda Sesti ploten (€. 1-6), pro

miéko a mlécné vyrobky

Vyhodnoceni
Plotna Pouzity kmen Detekce Inkubace ) y e . .
inhibiéni zény
negativni<2mm
¢. 1. Bacillus subtilis tetracykliny 30 °C 18-24 hod g. .,
pozitivni=2mm
negativni<2mm
¢. 2. Bacillus subtilis aminoglykosidy | 30 °C 18-24 hod g. .,
pozitivni=2mm
- S : makrolidy negativni<2mm
€. 3. Kocuria rhizophila 37 °C 18-24 hod e
beta-laktamy pozitivni=2mm
negativni<2mm
c. 4. Bacillus subtilis sulfonamidy 30 °C 18-24 hod g. _IV ,I
pozitivni=2mm
Geobacillus L
. , beta-laktamy , negativni<lmm
¢. 5. stearothermophilus . . 64 °C 5 hodin o,
aminoglykosidy pozitivni=1mm
v. c. C953
tivni<2mm
& 6. Escherichia coli | chinolony 37°C1824hod | ooV
pozitivni=2mm
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Obr. 9. Schéma plotnové metody

Testacni kmen

\ Inhibiéni zéna

Pozitivni vzorek

‘ Negativni vzorek

3.5.2 Cilené vysSetrovani

Pfedpokladana oblast pouZiti je dohledavani druhu inhibi¢ni latky jako druhy krok
po ploSném monitorovani. Kromé jiz zminénych stanoveni v mléce Ize systém (resp.

jeho modifikaci) pouzit i pro jiné oblasti, jako napf. potraviny, krmivo, sérum, tkané atd.

3.5.2.1 Fyzikalné chemické metody

Mezi nejCastéji pouzivané fyzikalné chemické metody patfi: (Tab. 20-23)
- ELFO - gelova elektroforéza s mikrobialni detekci;
- RIA - CHARM I1;
- HPLC/DAD, HPLC/ MS, HPLC/ MS/ MS.

Tabulka 20. Fyzikalné chemické metody - ELFO - gelova elektroforéza s mikrobialni
detekci

ELFO - gelova elektroforéza s mikrobialni detekci

DETEKCE skupinova identifikace RIL, specifikace RIL.

Molekuly ATB dle své polarity a velikosti migruji v elektrickém
poli a po skonCeni déleni jsou mikrobiologicky detekovany.

PRINCIP , _ Y. . , . .
Mikrobialni testaCni kmen je volen podle vysledku plotnovych
metod. Exaktnost metody je mozné zvysit lyofilizaci materialu.

VYHODY Metoda umozriuje specifikaci RIL (napf. NRL Jihlava).

NEVYHODY Slozita pfiprava vzorkl i provedeni, Casova naro¢nost.
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Tabulka 21. Fyzikalné chemické metody - RIA — CHARM II. analyzator

RIA - CHARM Il. analyzator

Léciva na bazi ATB, aflatoxiny, pesticidy, alkalickou fosfatazu.
NRL Jihlava touto metodou stanovuje beta-laktamova ATB
DETEKCE + cefalosporiny, tetracyklinova ATB, kloxacilin, gentamycin
+ neomycin, chloramfenikol, erytromycin + tylan, sulfonamidy,
streptomycin.

Analyzator zméfi CPM vzorku (count per minute) - hodnotu
PRINCIP porovna s CPM kontrolniho bodu (nastaven na hodnotu MRL)
stanovovaného ATB nebo sulfonamidu a vzorek vyhodnoti.

VYHODY Stanoveni légiv nad nebo pod MRL.

vvvvvv

NEVYHODY

vzorku.

Obr. 10. Analyzator CHARM II., zdroj: http://www.bentleyczech.cz

Tabulka 22. Fyzikalné chemické metody - HPLC/ MS/ MS, HPLC/ MS,

HPLC/ MS/ MS, HPLC/ MS

Fyzikalné-chemicka metoda, cilené vySetfovani veterinarnich
DETEKCE ..
leCiv.
PRINCIP Metody kapalinové chromatografie v kolonovém provedeni, tzv.
vysokoucinna chromatografie.
VYHODY Cilené stanoveni inhibi¢nich latek - konfirmaéni stanoveni RIL.
NEVYHODY VysSi finan€ni nakladnost a ¢asova naro¢nost.
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Obr. 11. Kapalinovy chromatograf HPLC, zdroj http://ecom-sro.trade.cz/

3.5.2.2ELISA metody

Tabulka 23. ELISA metody

ELISA metody (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Stanoveni: streptomycin, neomycin, gentamycin, tetracyklin,
chinolony, sulfonamidy, chloramfenikol, penicilin. Metody

DETEKCE umoziuji kvalitativni i kvantitativni stanoveni inhibiéni latky (dle
pouzitého testu). Vysledky jsou odecitany pomoci specialniho
spektrofotometru (Jefabkova, 2011).
Imunochemicka metoda - identifikuje antigen (analyt) ve vzorku
PRINCIP

prostfednictvim jeho biospecifické interakce s protilatkou.

MODIFIKACE TESTU

ELISA pfima - detekce antigenu

ELISA nepfima - detekce specifickych latek

ELISA sendvi¢ova pfima - detekce antigenu

ELISA sendviCova nepfima - detekce specifickych latek

PRVKY ELISA testu

1. antigen - detekovany v testovaném vzorku
- znamy, komer¢né pfipravovany
2. protilatka - detekovana v testovaném séru
- znama, komercéné pfipravovana
3. konjugat - jedna se o protilatku proti protilatce
4. substrat - chemicka latka, ktera reaguje s enzymem

Zpracovani velkého mnozstvi vzorkG a vytvofeni kalibraéni

VYHODY zavislosti a promérfeni slepych vzorkll sou€asné na jedné
mikrotitracni destiCce.
NEVYHODY VysSi finan¢ni nakladnost.
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ELISA metody se pouzivaji zejména na stanoveni streptomycinu v monitoringu CL
(cizorodych latek) SVS CR, nebot ten na Grovni MRL neni detekovatelny pfedchozimi
screeningovymi metodami. Dale jsou tyto metody pouZivany rovnéz pfi stanoveni
chloramfenikolu, ktery na hladiné < 0,1 ppb také neni detekovatelny pfedchozimi
screeningovymi metodami. Pro export do RF se pouziva detekce RIA metodou na hladiné
< 0,1 ppb, pro mlééné vyrobky detekce RIA metodou na hlading < 0,3 ppb (JERABKOVA,
2011).

3.6 ORGANIZACE KONTROLY KVALITY MLEKA

PocCatky kontroly rezidui ATB v mléce a jejich dalSi vyvoj iniciovali sami
zpracovatelé mléka. Prvni mikrobiologicky test obsahujici kmen Bacillus subtilis pro
detekci rezidui v mléce byl vyvinut jiz v roce 1952, v roce 1959 vyvinuta RIA analyza
avroce 1967 BR test, ktery je zalozen na rustu testacniho kmene a nasledné zméné pH
a zméné barvy média (NAVRATILOVA, 2011).

Mezinarodni mlékaiska federace IDF se jiz vroce 1968 zasadila o vydani
Dokumentu €. 42. - Rezidua chemickych latek v mléce. Tento dokument byl skupinou
expertll - Skupina A4, zabyvajicich se feSenim problému rezidui a kontaminant(i v mléce,
revidovan a vysledkem byl v roce 1979 Dokument €. 113., ktery byl revidovan v letech
1985-1990. V roce 1991 vydana Special Issue 9701, zde byl pfi revizi vroce 1997
zapracovan systém kritickych bodd - HACCP a navrzen systém kontroly RIL v mléce
(NAVRATILOVA, 2011).

Systém doporucuje aplikaci rGdznych metod pfi detekci ATB a stanovuje
odpovédnost jednotlivych subjektd v celém technologickém procesu vyroby a zpracovani
mléka za zdravotni nezavadnost mléka a mlécnych vyrobkd (HONKANEN-BUZALSKI
a REYBROECK, 2000). Tento systém s urCitymi zmé&nami existuje dodnes.

Pozadavky na kvalitu mléka (CSN 57 0529, 1993)

Mléko nesmi byt ziskano od dojnic

a) kterym byla podana krmiva obsahujici latky nepfiznivé ovliviiujici normalni slozeni
a jakost mléka;

b) které mély pfistup k cizorodym latkam nebo byly vystaveny silné expozici téchto latek;

c) u kterych jsou stanovena ochranna a zdolavaci opatfeni pfi vyskytu nakazy nebo
jiného hromadného onemocnéni zvifat, nestanovi-li organy SVS jinak;

d) do 5 dnu po oteleni.
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Z dodavek pro mlékarenské oSetieni a zpracovani musi byt vylouc¢eno:

a) mléko s obsahem cizorodych latek (latek nebo rezidui s farmakologickymi
a hormonalnimi ucinky, antibiotik, Cisticich a dezinfek&nich prostfedkd apod., nebo
latek, které zpUsobuji technologické a organoleptické vady mléka), které mohou
ohrozovat zdravi lidi, a to ve vy38im mnozstvi nez pfipousti smérnice MZ,

b) mléko od dojnic IéCenych nebo oSetfovanych ATB a dalSimi pfipravky a latkami, které
se vylu€uji mliékem, a to po dobu lé¢by a stanovenych ochrannych |hat pro jednotlivé
pfipravky.

Biotechnologické postupy péce o zvifata a dojeni vedouci k vy$Si kvalité mléka
jsou velmi dualezité pro podporu kvality a bezpecnosti mlééného potravinového fetézce.
Dulezité je produkovat mléko:

s redukci pfipadnych patogenu (Staphyloccocus aureus, Bacillus cereus), coliformnich

bakterii, psychrotrofnich, termorezistentnich nebo sporulujicich mikroorganismu.

V naSich podminkach je povinnost veskeré konzumni a zpracovavané mléko

tepelné oSetfit, pasterovat (HANUS a kol., 2009).

RIL v potravinach a surovinach zivocisného plvodu se ve svété sleduji jiz dlouho,

v CR systematicky od roku 1980. Termin inhibiéni latky se pouziva proto, Ze k diagnostice

se bézné pouzivaji mikrobiologické metody, pfi kterych se tyto latky projevuji inhibici ristu

citivého mikroorganismu. Chemické metody detekce jsou presnéjsi a citlivéjsi, ale
vzhledem k vysokym narokim se i v nejvyspélejSich statech k bézné detekci pouzivaji

metody mikrobiologické.

3.6.1 ZkusSebni mlééné laboratore

Mezi rutinni akreditované zkuSebni mlé¢né laboratofe zabyvajici se detekci
a stanovovanim RIL v mléce patfi: Laboratof pro rozbory mléka Bustéhrad
Laboratof pro rozbory mléka Brno
Centralni laborator Ceské Bud&jovice
Laboratof pro rozbor mléka Bustéhrad ma dle aktualniho Osvédcéeni o akreditaci
akreditovany 2 metody detekce inhibi¢nich latek:
- detekce rezidui inhibi¢nich latek v mléce Sirokospektralnim testem ECLIPSE 50;
- detekce rezidui inhibi€nich latek v mléce Sirokospektralnim testem DELVOTEST.
Laboratof pro rozbor mléka Brno, akreditovala metody stanoveni RIL:
- prukaz rezidui inhibinich latek screeningovymi testy ( ECLIPSE, TWINSENSOR BT).
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Centrélini laboratof MADETA a.s. Ceské Budé&jovice ma dle aktualniho

Osvédceni o akreditaci akreditovany 3 metody na stanoveni RIL:

- detekce rezidui inhibi€nich latek selektivnim testem (TWINSENSOR BT);

- detekce rezidui inhibi€nich latek komeréné dodavanym testem (DELVOTEST SP - NT);
- detekce rezidui inhibi€nich latek komeréné dodavanym testem (ECLIPSE 50).

Stanoveni inhibi¢nich latek ve vzorcich rozborovanych pro ucely proplaceni se
provadi pokazdé pfi mikrobiologickém vysetfeni, ale i namatkové pfi rozboru na chemické
slozeni mléka. Pouzivana metoda je napf. v centralni laboratofi MADETA a.s. stanoveni
RIL komeréné dodavanym testem DELVOTEST SP - NT, mikrodesticky.

Pfi pozitivnim zachytu RIL v laboratofi nebo v pfijmové laboratofi milékaren
se vysledek v CL potvrzuje DELVOTESTEM SP - NT ampule. CL, potvrzené pozitivni
vzorky zamrazuje a uchovava a zakaznik ma posléze moznost dohledani konkrétniho RIL
v Narodni referenéni laboratofi (NRL) pro RIL SVU v Jihlavé. K tomuto téelu NRL Jihlava
pouziva rizné akreditované metody, Sirokospektralni screeningové testy pro potvrzeni
pozitivity vzorku, plotnové metody a metodu ELFO s autobiografickou detekci na
identifikaci inhibi¢ni latky. Metodou RIA, systtmem CHARM II. - stanovuje
semikvantitativni mnozstvi inhibi¢ni latky. Metoda umozfiuje rozhodnout, zda vzorek
vyhovuje Nafizeni Komise (EU) €. 37/ 2010.

Polet zachycenych rezidui inhibiénich latek na zavodech MADETY a.s. uvadi
Tab. 24. Pocet zachytl IL ve vzorcich ur€enych k proplaceni je jiz delSi dobu nulovy,

predevsim diky citlivym rychlotestlim, kterymi je kontrolovana kazda cisterna v mlékarné.

Tabulka 24. Zachyt RIL v CL Ceské Budéjovice a jejich specifikace v NRL Jihlava

2008 2009 2010 2011
Zachyt a
5 16 6 6
potvrzeni CL
Dohledani RIL .
SVU Jihlava 1 3 1 (kloxacilin) 1 (PNC)

3.6.2 Narodni referenéni laborator Jihlava

Narodni referencni laboratof pro mykotoxiny a dal$i pfirodni toxiny, barviva,
antibakterialni (inhibiéni) latky a rezidua veterinarnich Iégiv, SVU Jihlava, je akreditovana
laboratof. Akreditace znamena uznani zpusobilosti zkuSebni laboratofe vnitrostatnim
akreditaénim organem, Ceskym institutem pro akreditaci, 0.p.s., k provadéni zkousek

a vzorkovani vymezenych v Osvédc€eni o akreditaci (OA).
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Aktualni Pfiloha OA NRL obsahuje metody stanovovani a detekce RIL v mléce:
- stanoveni rezidui inhibi¢nich latek. Metoda s kmenem Geobacillus stearothermophilus
var. calidolactis C 953;
- stanoveni rezidui inhibi¢nich latek 4plotnovou metodou;
- identifikace rezidui antibiotik elektroforézou autobiografickou detekci;
- stanoveni rezidui inhibi¢nich latek komeréné dodavanymi testy - DELVOTEST SP - NT,
ECLIPSE 50, PREMI TEST;
- semikvantitativni stanoveni rezidui inhibi¢nich latek RIA metodou CHARM Il .;
- dal$i konfirmacéni metody RIL (HPLC/MS/MS).

3.7 LEGISLATIVA

Po vstupu Ceské republiky do Evropské unie je platna evropska legislativa nadfazena

legislativé narodni. Mezi legislativu, tykajici se problematiky RIL a potravin zivociSného

puvodu patfi i tzv. hyqgienicky bali€ek (2006), ktery obsahuije:
- Nafizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 852/2004 ze dne 29. dubna, o hygiené
potravin,
- Nafizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 853/2004 ze dne 29. dubna 2004, kterym
se stanovi specifické hygienické pfedpisy pro potraviny zivociSného plvodu,
- Nafizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 854/2004 ze dne 29. dubna 2004, kterym
se stanovi specificka pravidla pro organizaci ufednich kontrol vyrobku zivocisného ptvodu
uréenych pro lidskou spotfebu,
- Nafizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004,
0 Ufednich kontrolach za ucelem ovéfovani, zda se dodrzuji pravni pfedpisy o krmivech
a potravinach a ustanoveni o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich podminkach zvifat,
- smérnici Evropského parlamentu a rady ¢. 2004/41/EHS ze dne 21. dubna 2004,
ktera rusi smérnice tykajici se hygieny potravin a zdravotni nezavadnosti pro produkci
auvadéni do obéhu potravin zivocisného plavodu uréenych pro lidskou spotifebu
a pozmeénuje smérnici rady ¢. 89/662/EHS a 91/67/EHS a rozhodnuti rady €. 92/118/EHS.
Jakymsi zakladem hygienického baliCku je Nafizeni &. 852/2004. Stanovuje totiz
obecné hygienické predpisy pro vdechny faze vyroby, zpracovani a distribuce potravin.
Zasadou je, ze provozovatelé potravinarskych podniki museji dodrzovat principy HACCP
ve vSech potravinaiskych provozech s vyjimkou zemédélské prvovyroby.
Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 470/2009 ze dne 6. kvétna
2009, kterym se stanovi postupy Spolecenstvi pro stanoveni limitd rezidui

farmakologicky uc¢innych latek v potravinach zivo¢isného pavodu.
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Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010 ze dne 22. prosince 2009 o farmakologicky
ucinnych latkach a jejich klasifikaci podle maximalnich rezidualnich limittd (MRL)
v potravinach zivociSného puvodu. Farmakologicky uc¢inné latky jsou uvedeny v jediné
pfiloze a jsou abecedné fazeny. Jsou vytvofeny dvé tabulky:

1. latky povolené (antibiotika, sulfonamidy, ostatni veterinarni léCiva - MRL
stanoven, farmakologicky ucinné latky - MRL nestanoven)

2. latky zakazané (podrazec a vyrobky znéj, kolchicin, chloramfenikol,
chlorpromazin, dapson, dimetridazol, metronidazol, nitrofurany vcetné furazolidonu,

ronidazol)

V CR byly pozadavky na syrové kravské mléko pIn& harmonizovany s piedpisy EU.
Zakladni legislativni normou pro systém HACCP a zajiSténi bezpec€nosti potravin
pro vSechny useky potravniho fetézce je Zakon o potravinach a tabakovych vyrobcich
¢. 110/1997 Sb., ktery je po novele z roku 2004 také zcela harmonizovan s pfedpisy EU
a pfi tom respektuje i n&které specifiky vyroby potravin v CR. UpIné znéni tohoto zakona
je Zakon €. 224/2008 Sb. S timto pfedpisem souvisi provadéci pfedpis:

Vyhladka ¢. 277/2010 ze dne 15. Fijna 2010 (rudi vyhlasku €. 44/2004 Sb.), kterou se

stanovi nejvy3Si pfipustné zbytky veterinarnich Iéciv a biologicky aktivnich latek

pouzivanych v ZivociSné vyrobé v potravinach a potravinovych surovinach.

V surovinach a potravinach zivociSného puvodu smi byt pfitomny jen hodnoty MRL
pavodni substance nebo metabolitu veterinarnich Ié6iv. MRL se rozumi maximalni
mnozstvi (vyjadfeno v mg/kg suroviny) zbytka veterinarnich 1éCiv a biologicky aktivnich
latek pouzitych v Zivocisné vyrobé, které je pfipustné v suroviné zivocisného pivodu nebo
na ni. Pfi pfekro¢eni nejvyssiho pfipustného mnozstvi rezidui se potravina nebo surovina
nepovazuje za zdravotné nezavadnou: §2 zakona ¢.110/1997 Sb., o potravinach

a tabakovych vyrobcich.

Zakon ¢. 166/1999 Sb. ze dne 13. ¢ervence 1999 o veterindrni péci a o zméné
nékterych souvisejicich zakonu- (veterinarni zakon), uplné znéni - Zakon ¢. 332/2008
Sb. Provadéci predpisy:

Viyhlaska ¢. 291/2003 Sb., o zakazu podavani nékterych latek zvifatim, jejichz produkty

jsou ur€eny k vyzivé lidi, a o sledovani (monitoringu) pfitomnosti nepovolenych latek,
rezidui a latek kontaminujicich, pro néz by zivociSné produkty mohly byt Skodlivé pro
zdravi lidi, u zvifat a v jejich produktech, ve znéni pozdéjSich predpisu (posledni
aktualizace vyhlaskou €. 129/2009 Sb.).
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Viyhladka 289/2007 Sb., o veterinarnich poZadavcich na mléko a mlééné vyrobky

Dodrzovani stanovenych povinnosti dozoruji tyto statni organy:
- organy Statni veterinarni spravy CR

- Statni zemédélska a potravinarska inspekce

- Organy ochrany vefejného zdravi (Krajské hygienické stanice)

- Ustfedni kontrolni a zku$ebni Ustav zemédélsky

Zakladni normou tykajici se jakosti a zdravotni nezavadnosti zivociSnych produktd
je CSN 57 0529 Syrové kravské mléko pro mlékdrenské osetieni a zpracovani
(1998). Tato norma plati pro syrové kravské mléko uréené k mlékarenskému oSetieni
a zpracovani a stanovuje zakladni pozadavky a znaky jakosti.

Pozaduje v ¢l. 2.3.6.: ,Stanoveni rezidui latek inhibujicich rast mlékarenskych kultur musi

byt negativni®.
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4 ZAVER

Soucasna celosvétova snaha o zvySovani kvality potravin se tyka i mléka a
mlécnych vyrobkud. Jednou z nej¢astéjSich pFicin zhorSeni kvality mléka jsou mastitidy.
Proto je jejich vyzkumu, diagnostice, 1éEbé a prevenci vénovana velka pozornost ve viech
chovatelsky vyspélych zemich. Vzhledem k existujici zavislosti mezi ukazateli kvality,
vykupni cenou a odbytem mléka a celkovou ekonomikou chovu je dullezité zaméfit se
predevsim na prevenci mastitid a tim i pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek v mléce.

Prevence nalezi RIL v mléce spoCiva ale zejména v preventivni praci
v prvovyrobé. VSechny pfipady pozitivnich nalez(l RIL se nedaji zpétné dohledat. 95-98 %
pfipadi odpovida specifickym inhibicim - pfitomnosti antibiotik a sulfonamidu.
Technologicka nekazen v podobé nedodrzeni ochranné lhaty, zamény ATB aplikovanych
na zaprahnuti s aplikaci v laktaci, az nedostateéné oznaceni |éCenych dojnic nebo
dokonce jejich zaména jsou vyraznymi rizikovymi faktory. Krat$i obdobi stani na sucho po
aplikaci ATB nez stanovi ochranna lhita, mize byt dlivodem pozitivity RIL po oteleni.
Pouze 2 % reprezentuji nespecifické inhibice, kam patfi pfirozené inhibitory.

V praxi pouzivana antibiotika maji stanovenou ochrannou lhutu, po kterou neni
mozné prodavat mléko do mlékarny. Pfed jeho opétovnym zafazenim do dodavky
mlékarné je nutné proveést vySetfeni na obsah rezidui inhibi¢nich latek. V soucasné dobé
je zdarazriovan velky vyznam pouzivani screeningovych metod detekce inhibi¢nich latek,
tzv. rychlotestld (napf. Twinsensor BT, Charm Rosa Test) v kombinaci s klasickymi
mikrobialnimi testy (Delvotest SP - NT, Eclipse 50), s ohledem na citlivost testu a jeho
schopnost zachytu jednotlivych druht ATB.

Dlvody ke kontrolam pfitomnosti RIL v syrovém kravském mléce jsou zejména

o etické (nevystavovat konzumenty nedobrovolné expozici terapeutickych davek

I&Civ v potravinach);

e hygienické (ochrana pfed moznymi Skodlivymi U€inky rezidui na zdravi);

e technologické (prevence naruSeni fermentacnich procesd v mlékarenském
pramyslu);

e ekologické (ovlivnéni flory v ekosystému)

e Vv neposledni Fadé také financni.

StéZejnim problémem vyskytu RIL je jejich vliv na lidsky organismus. Pfitomnost
RIL v mléce zpUsobuje zdravotni rizika u konzumentl, Ta spocivaji zejména v pfijmu
malych opakovanych davek ATB. Tyto davky mohou ovlivnit sloZzeni stfevni mikrofléry,
provokovat alergické reakce, vyvolat imunosupresivni U¢inky, zpusobit rezistenci
mikroorganismud. V mlékarenském pramyslu mléko kontaminované RIL pusobi znacné
technologické problémy pfi vyrobé kysanych miéénych vyrobka.

47



5

SEZNAMY POUZITYCH ZDROJU

5.1 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

BOTSOGLOU N. A., FLETOURIS D. J.: Drug residues in Foods. Pharmacology, Food
Safety and Analysis New York, Marcel Dekker, 2001, 541-548.

2. BROSCHE J.: Prezentace firem. Mlékarské listy, 2010 (119), 45.
3. COLAK H., HAMPIKYAN H., BINGOL E. B.: Some residues and contaminants in milk

10

11

12

In:
13

14.

15.

and dairy products. Asian Journal of Chemistry, 2007, 19 (3): 1789-1796.

. CSN 57 0529 Syrové kravské mléko pro mlékarenské oSetfeni a zpracovani. 2.vyd.

Praha, Cesky normalizaéni institut 1993, 8 s.

. DOLEZAL 0., HLASNY J., JILEK F., HANUS O., VEGRICHT J., PYTLOUN J.,

MATOUS E., KVAPILIK J.: Miéko, dojeni, dojirny. 1. vyd. Praha: Agrospoj, 2000. 241
s, 39-42.

FOX P. F., KELLY A. L.: Indigenous enzymes in milk: Overview and historical aspects,
International Dairy Journal, 2006,16 (6), 500-516.

GAJDUSEK, S.: Problémy v technologické zpracovatelnosti mléka, zejména v jeho
kysaci schopnosti. In: Sbornik ze seminare “Inhibiéni latky v mléce.”, VUCHS Rapotin
1994. s. 19-20.

HAUBERT V, BROUZA M., LATOVA J.: Inhibiéni latky v potravinach - sougasné
problémy. Veterinarstvi, 1991 (41): 127-128.

HERA A., BILLOVA V., NOVOTNA P.: Antibioticka politika ve veterinarni mediciné.
Veterinafstvi, 2002 (52): 248-251.

. HLAVACEK J.: Piimy prodej syrového mléka v novele veterinarniho zakona. In
Produkce a zdravotni nezavadnost miéka Ill, Ceské Budéjovice: JU ZF, 2012, 11-22.

. HOLEC J., MATYAS Z., LUKASOVA J., POLAK P.: Hygiena a technologie mléka
a mlécénych vyrobkd. 2.vyd. Brno, Vysoka Skola veterinarni 1989. 362 s, 30-40.

. HOLEC J.: Vyskyt inhibicnich latek v mléce a jeho hygienicka a technologicka rizika.

Inhibiéni latky v mléce. VUCHS Rapotin, 1994, s. 11-15.

. HONKANEN - BUZALSKI T., SUHREN G.: Residues of Antimicrobial Agents in Milk

and Their Significance to Public Health and Milk Processing, Quality & Safety of Raw
Milk, 2000 (345): 1-12.

HONZLOVA A.: Metodicky pokyn na stanoveni rezidui inhibiénich latek ve tkanich,
mléce, vejcich a potravinach. Statni veterinarni ustav Jihlava, 2008.

HUML O., PASKOVA J.: Environmentalni mastitidy v chovech skotu. In Mastitidy
skotu. Brno: MZLU, 2003.

48



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

JERABKOVA J.: Screeningové testovani inhibiénich latek v mléce. In Seminaf RIL, IR
a NIR technologie. Brno: MZLU, 2011, 1-15.

KANG J. H., JIN J. H., KONDO F.: False positive Outcome and Drug Residue in Milk
Samples Withdrawal Times. Journal of dairy science, 2005 (88): 908-913.

KROUTILIK J.: VyZiva a zpracovani miéka v CR. In VyZiva dojnic a kvalita miéka.
Pohoftelice, 2007, 19-26.

LEE M. H., LEE H. J., RYU P. D.: Public Health Risks: Chemical and Antibiotic
Residues - Review. Asian: Australasian Journal of Animal Sciences, 2001, 14 (19):
402-413.

NAVRATILOVA P.: Rezidua antimikrobialnich latek v mléce a jejich vyznam. In
Seminar RIL, IR a NIR technologie. Brno: MZLU, 2011, 1-11.

NAVRATILOVA P.: Problematika rezidui inhibi¢nich latek v syrovém kravském mléce.
Veterinarstvi, 2002, (52): 478-481.

NAVRATILOVA P.: Rezidua inhibiénich latek v mléce. In Produkce a zdravotni
nezavadnost mléka lll. Ceské Budéjovice: JU ZF, 2012, 11-22.

ROSIVAL L.,SZOKOLAY A., BATORA V., KALAC J., MADARIC A., MALKUS Z.,
POLSTER M., PRIBELA A., SZOKOLAYOVA J.,UHNAK J., WOLF A.: Cudzorodé
latky v poZivatinach. 2. vyd. Martin: OSVETA, 1998. 611 s, 225-229.

SAMKOVA E.: Inhibiéni latky v mléce. In Farméfska vyroba syrii a kysanych mlécnych
vyrobkd. Brno: MZLU, 2010.

SEYDLOVA R.: Inhibiéni latky v mléce. Mlékarské listy, 1998, (45), 1998, 9-10.
SEYDLOVA R.: Lze fesit zdravotni stav mlé&né Zlazy v obdobi zaprahovani. Nas
chov, 2011, (2): 72-74.

SEYDLOVA R., SNASELOVA J.: Sougasny stav mikrobiologické a bakteriologické
kvality syrového mléka. Mlékarské listy, 2010, (121): XXXI-XXXV.

SISCHO W.: Quality Milk Tests for Antibiotic Residues. Journal of dairy science,
1996,(79):1065-1073.

SMOLA J., HAAS D: Nové aspekty v etologii mastitid. In Mastitidy skotu. Brno: MZLU,
2003.

SVIRAKOVA E., DAVID C., ZACKOVA P., PLOCKOVA M: Vliv Nis* a Nis" kmen(
Lactococcus lactis na rist Bacillus cereus DMF 2008 v modelovém systému mléka.
Miékarske listy, 2005 (93): 15-16.

TICHACEK A., BJELKA M., Hanu$ O., KOPUNECZ P., OLEJNIK P., PAVLATA L.,
PECHOVA A., PONIZIL A.: Poradenstvi jako néastroj bezpe&nosti v prvovyrobé miéka
- (Metodika pro praxi). 1. vyd. Sumperk: AGRITEC, 2007. 86 s.

URBAN F.: Chov dojeného skotu. 1. vyd. Praha: APROS, 1997. 289 s., 142-143.

49



33. VOTAVA M.:Lékarska mikrobiologie obecna. 2. vyd. Brno: Neptun, 2005. 351 s.

34. VELISEK J., HAJSLOVA J.: Chemie potravin. 3.vyd. Tabor: OSSIS. 2009. 580 s,
53-56.

35. VYHNALKOVA J., JERABKOVA J.: Vyznam rezidui inhibiénich latek v mléce. In Nové
poznatky v technologii vyroby a zpracovéni miéka. Ceské Budgjovice: JU ZF, 1996.

36. WATZKOVA J., RIHA J., KRIZOVA L., TRINACTY J.: Prlzkum spotfebitelskych
postojl k mléku a mléénym vyrobkim. Mlékarské listy, 2010 (121): XII.

Internetové zdroje:

37. Antibiotika [online]. 2012 [cit. 2012-02-05]. Dostupné:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antibiotika

38. BILLOVA V., HERA A., NOVOTNA P.: Minimalizace rizik pouZivani vybranych skupin

antimikrobialnich I&¢iv u potravinovych zvitfat [online]. 2007 [cit. 2012-02-04].

Dostupné: http://www.vri.cz/userfiles/file/Ved Vet Vyb/Billova.pdf

39. Colostrum [online]. 2011 [cit. 2012-02-02]. Dostupné:
http://www.colostrum-info.cz/on-line

40. HANUS 0., GENCUROVA V.: Interpretace rozbor( mléka pro ugely zpen&zovani
a kontroly uzitkovosti [online]. 2007 [cit. 2001-06-22]. Dostupné:
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/ prezentace/2007 12 05 Skalsky
Dvur.pdf

41. HANUS O., VYLETELOVA M., NEJESCHLEBOVA L., KOPECKY J., JEDELSKA R.:

Dopady zdravotniho stavu mlé¢né Zlazy a souvisejicich faktor(i na kvalitu a

bezpecCnost kravského mléka jako potravinarské suroviny [online]. 2007 [cit. 2011-06-
22]. Dostupné:
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/ prezentace/2007 04 26 Zilina.pdf
42. HANUS O., VEGRICHT J., BJELKA M., MACHALEK A.: Hodnoceni kvality miéka
[online]. 2007 [cit. 2011-06-22]. Dostupné: http://vuchs.cz/publikace/prezentace-a-
postery/ prezentace/2007 03 23 Pohorelice.pdf

43. HANUS O.: Zaklady prvovyroby miéka pro kvalitni mlé&nou produkci [online]. 2008
[cit. 2011-06-22]. Dostupné: http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/
prezentace/2008 10 30 Ceske Budejovice.pdf

44. HANUS O., VYLETELOVA M., VORLICEK Z., SOJKOVA K., KOPECKY J.,
NEJESCHLEBOVA L.: Postupy a vysledky hygienické kvality mléka krav a malych
prezvykavcu [online]. 2009 [cit. 2011-06-22]. Dostupné:

http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a

postery/ prezentace/2009 05 21 Brno.pdf

50


http://www.vri.cz/userfiles/file/Ved_Vet_Vyb/Billova.pdf
http://www.colostrum-info.cz/on-line
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/_prezentace/2007_04_26_Zilina.pdf
http://vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/
http://vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a-postery/
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a%20%20postery/_prezentace/2009_05_21_Brno.pdf
http://www.vuchs.cz/publikace/prezentace-a%20%20postery/_prezentace/2009_05_21_Brno.pdf

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.
55.
56.

57.

HLAVACEK J. - Prvovyroba mléka a vajec z pohledu kontroly podminénosti
pfi veterinarné-hygienickém dozoru [online]. 2010. Dostupné na:

www.zeraagency.eu/hlavacek jiri syrove mleko dozor cc2010.p

Kapalinovy chromatograf [online]. 2011 [cit. 2011-07-11]. Dostupné: http://ecom-
sro.trade.cz/kapalinovy-chromatograf-hplc-gradientni-analyticky
KOSTELNIKOVA D.: Technologické procesy a rezidua antimikrobialnich

latek v mléce [online]. 2008 [cit. 2011-07-19]. Dostupné:
http://konference2008.ptacisvet.cz/4download/sbornik2008.pdf

Laboratof pro rozbor mliéka Bustéhrad [online]. 2011 [cit. 2011-07-25]. Dostupné:

http://www.cmsch.cz/laborator-pro-rozbor-mleka-bustehrad

Laboratof pro rozbor mléka Bustéhrad, Osvédceni o akreditaci [online]. 2011 [cit.
2011-07-25]. Dostupné: http://www.cmsch.cz/cs/osvedceni-o-akreditaci-Irm-
bustehrad

NAVRATILOVA P.: Screening methods used for the detection of veterinary drug
residues in raw cow milk - a review. Czech J. Food Sci., (26), str. 393-401, 2008 [cit.
2011-07-18]. Dostupné na http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/03093.pdf

Normy a legislativa [online]. 2009 [cit. 2011-06-24]. Dostupné:

http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/legislativa/zivocisne-komodity/
NOVOTNA P., POKLUDOVA L., BURES J., HERA A.: Problematika terapie mastitid
s ohledem na zasady spravného pouzivani antibiotik [online] In Mastitidy skotu. 2006
[cit. 2011-07-22]. Dostupné:

http://www.buiatrie.cz/attachments/038 Mastitidy%20skotu 1111-2006.pdf

O. K. servis - BioPro.cz: Stanoveni rezidui inhibicnich latek [online]. 2010 [cit. 2011-

06-24]. Dostupné: http://www.biopro.cz/Diagnostika/Diagnostika-pro-kontrolu-kvality-

potravin/Stanoveni-rezudii-inhibicnich-latek-v-mlece-a-mase/

Sbirka pravnich predpist [online]. 2010 [cit. 2012-19-03]. Dostupné na: http://esipa.cz
ROSA testy [online]. 2011 [cit. 2011-07-10]. Dostupné: http://bentleyczech.cz/
RYSANEK D.: Vliv mastitid na jakost a zdravotni nezavadnost mléka [online]. 2007
[cit. 2011-07-24]. Dostupné:
http://www.vri.cz/userfiles/image/pracovnici/Rysanek/kapit_predn/Vliv_mastitid na ja
kost _mleka.pdf47

SHALAK M. V., MARUSITCH A. G., KAMINSKAJA O. V.: Vliv pfipravku tetracyklinové
fady na obsah antibiotik v mléce[online]. 2009 [cit. 2011-08-04]. Dostupné:
http://asau.ru/doc/nauka/conf/2010/part3/seminar6.pdf

51


http://ecom-sro.trade.cz/kapalinovy-chromatograf-hplc-gradientni-analyticky%2011.7
http://ecom-sro.trade.cz/kapalinovy-chromatograf-hplc-gradientni-analyticky%2011.7
http://konference2008.ptacisvet.cz/4download/sbornik2008.pdf
http://www.cmsch.cz/laborator-pro-rozbor-mleka-bustehrad
http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/03093.pdf%20sta�eno%2018.7.2011
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/legislativa/zivocisne-komodity/
http://www.buiatrie.cz/attachments/038_Mastitidy%20skotu_1111-2006.pdf
http://www.biopro.cz/Diagnostika/Diagnostika-pro-kontrolu-kvality-potravin/Stanoveni-rezudii-inhibicnich-latek-v-mlece-a-mase/
http://www.biopro.cz/Diagnostika/Diagnostika-pro-kontrolu-kvality-potravin/Stanoveni-rezudii-inhibicnich-latek-v-mlece-a-mase/
http://www.vri.cz/userfiles/image/pracovnici/Rysanek/kapit_predn/Vliv_mastitid_na_jakost_mleka.pdf47
http://www.vri.cz/userfiles/image/pracovnici/Rysanek/kapit_predn/Vliv_mastitid_na_jakost_mleka.pdf47
http://asau.ru/doc/nauka/conf/2010/part3/seminar6.pdf

58. SPIZEK J.: Rezistence na antibiotika [online]. PFirodovédecky ¢asopis Vesmir 78, 27,
1999 [cit. 2012-02-05]. Dostupné: http://www.vesmir.cz/clanek/rezistence-na-
antibiotik

59. STEJSKAL V., HAJSLOVA J., KOCOUREK V.: Bioanalytické metody pro hodnoceni
bezpecnosti zemédélskych surovin a produktud [online]. 2008 [cit. 2011-07-11].
Dostupné: http://www.phytosanitary.org/projekty/2008/Projekt2.pdf 11.7.2011

60. SVU Jihlava, Osvédéeni o akreditaci [online]. 2011 [cit. 2011-07-25]. Dostupné:
http://www.svujihlava.cz/soubory/109cz.pdf

61. USTAV PRO STATNi KONTROLU VETERINARNICH BIOPREPARATU A LECIV -

Veterinarni zakon a souvisejici predpisy [online]. 2009, [cit. 2011-07-14]. Dostupné:

http://www.uskvbl.cz/cs/informace/legislativa/veterinarni-zakon-a-souvisejici-pedpisy
62. Volné mastné kyseliny [online], 2004 [cit. 2012-02-04]. Dostupné:

http://www.cmsch.cz/store/2010-minoritni-slozky-mleka.pdf

52


http://www.vesmir.cz/clanek/rezistence-na-antibiotik
http://www.vesmir.cz/clanek/rezistence-na-antibiotik
http://www.phytosanitary.org/projekty/2008/Projekt2.pdf%2011.7.2011
http://www.svujihlava.cz/soubory/109cz.pdf%2013.7.2011
http://www.uskvbl.cz/cs/informace/legislativa/veterinarni-zakon-a-souvisejici-pedpisy
http://www.cmsch.cz/store/2010-minoritni-slozky-mleka.pdf

5.2 SEZNAM TABULEK

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

© 00 N OO O A W N -

e i o e =
o 0N W DN R O

Tab. 17.
Tab. 18.
Tab. 19.

. Obsah jednotlivych slozek obranného systému mlééné zZlazy

. Rozdéleni ATB pro potravinova zvifata

. Dlvody pozitivniho nalezu inhibi¢nich latek v mléce

. Spotfeba ATB v letech 2005-2010

. Syrové mléko - vysledky rozboru syrového mléka

. Pozadavky na hygienické limity RIL v syrovém mléce EU / RUSKA FEDERACE
. Selektivni testy - TWINSENSOR BT

. Selektivni testy - CHARM ROSA test

. Citlivost testl Twinsensor BT a Charm ROSA® TEST

. Selektivni testy - ROSA testy-BETA STAR, TETRA STAR
. Selektivni testy - DELVO - X - PRESS

. Selektivni testy - PENZYME test

. Selektivni testy - SNAP test

. Sirokospektralni testy - DELVOTEST SP - NT

. Sirokospektralni testy - ECLIPSE

. Sirokospektralni testy - CHARM FARM test
Sirokospektralni testy - KALIDOS NEW

Citlivost Sirokospektralnich test(

Plotnové metody-metoda Ctyr ploten (&. 1.-4.), metoda Sesti ploten (€. 1.-6.), pro

mléko a mlécné vyrobky

Tab. 20
Tab. 21
Tab. 22
Tab. 23
Tab. 24
Tab. 25

. Fyzikalné chemické metody - ELFO-gelova elektroforéza s mikrobialni detekci
. Fyzikalné chemické metody - RIA-CHARM II. Analyzator

. Fyzikalné chemické metody - HPLC/DAD, HPLC/MS, HPLC/MS/MS

. ELISA metody

. Zachyt RIL v CL Ceské Budgjovice a jejich specifikace v NRL Jihlava

. Pouzivané koncentrace antibiotik a sulfonamidu na jednotlivych plotnach

5.3 SEZNAM GRAFU

Graf 1.

Davody pozitivnich nalez RIL v mléce

Graf 2. Spotfeba ATB v letech 2005-2010

53



5.4 SEZNAM OBRAZKU

Obr
Obr
Obr

Obr.

.1,
. 3.
4.,

Obr. 8
Obr. 9

Obr.
Obr.

10.
11.

2.

5.

6., 7.

Inkubator, éteci zafizeni s tiskarnou k testu Twinsensor BT

Testovaci stripy Charm ROSA® TEST

Vzorek pozitivni (+) a negativni (-) na testu Delvotest SP - NT, ampule
a mikrodesticka

Vzorek pozitivni (+) a vzorek negativni (-) na testu Eclipse 50,
mikrodesticka

Vzorek pozitivni (+) a vzorek negativni (-) na testu Kalidos New

Schéma plotnové metody

Analyzator CHARM II.

Kapalinovy chromatograf HPLC

54



