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1 UVOD

MIéko a mlécné vyrobky patfi k nejvyznamnéjSim potravinam jak vyplyvéa z jejich
postaveni v potravinové pyramidé cClovéka. V poslednim obdobi je v mléénych
vyrobcich nejvice cenén vysoky obsah vyuZzitelného véapniku, jehoZz spotfeba
v civilizovanych zemich kryje pfiblizné jen 1/3 doporu¢ené denni davky, coz
nezarucuje dobry zdravotni stav obyvatelstva. Z téchto davodu je
v celospoleCenském zajmu udrZzovat spotfebu mléka a mléénych vyrobkd na
odpovidajici Grovni. V Ceské republice jejich spotfeba po roce 1990 rapidné
poklesla a teprve od roku 1998 se jen velmi pozvolna zvysuje.

Zdravotni nezavadnost, jakost a nutriéni hodnota mléka a mléénych vyrobku je
podminéna nakupem hygienicky nezdvadné suroviny. Jakost syrového kravského
mléka charakterizuje soubor ukazatell, z nichz nejvyznamnéjSi je hygienicka
a senzoricka jakost, obsah zakladnich sloZzek a vyskyt neZzadoucich, tj. cizorodych
a inhibi¢nich latek.

Cilem diplomové prace byla analyza mikrobiologickych a hygienickych ukazateld
ve vybraném zemédélském podniku, posouzeni zmén v prub&hu roku,vysvétleni

pFicin jejich rozdilh a navrZeni postupl vedoucich ke zlepSeni dosavadniho stavu.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Jakost a kvalita mléka

Jakost syrového kravského mléka charakterizuje absence rezidui latek, které se
do mléka mohou dostat v disledku prevence a tlumeni mastitid, a minimalni
kontaminace mléka latkami z vné&j3iho prostfedi (SKARDA a SKARDOVA, 2000).

Cizorodé latky mohou do mléka prechazet pfi tvorbé mléka, b&éhem dojeni, pfi
oSetfovani mléka po nadojeni, ale i pfi jeho dalSim zpracovani v€etné baleni. Tyto
latky nejsou pfirozenou soucasti potravin a jejich pfitomnost v syrovém kravském
mléce zvySuje zdravotni rizika u spotfebitele, mize mit negativni dopad na Zzivotni
prostfedi a rovnéz prinasi technologické problémy pfi zpracovani mléka. Do skupiny
cizorodych latek zarazujeme latky pfidatné (aditivni), znecistujici (kontaminujici)
a rezidua cizorodych latek umysiné pouzitych v zemédélské a potravinarské vyrobé
(HOLEC,1999, LUKASOVA, 1997).

Podle PESKA (1999) mnoZstvi i jakost nadojeného mléka uréuji do znaéné miry
dédi¢né ziskané vlastnosti dojnic, rozhodujici mérou je v3ak ovliviiuji podminky
okolniho prostfedi. Jakost mléka ovliviiuji zejména vyZiva dojnic, vék, prabéh
laktace, zdravotni stav, podminky hygieny a sanitace, stav a udrzba techniky
k ziskdvani a oSetfovani mléka, jakost pouzivané napajeci vody, ale predevSim
kvalita oSetfovatelské péce, prace dojicu, zootechniku aj.

Vliv na jakost mléka maji i intenzifikaéni Cinitele pouzivané v zemédeélstvi
v rostlinné i ZivocisSné vyrobé ke zvySeni vynosu, uZitkovosti hospodarskych zvirat
a produktivity prace. Za tyto Cinitele, které mohou mit pfi jejich nespravném
vyuzivani negativni vliv na zdravotni stav dojnic, jejich uZzitkovost, reprodukci a na
kvalitu a sloZzeni mléka Ize povaZovat:

» zvySovani intenzity hnojeni primyslovymi hnojivy a chemizace zemédélstvi,
zmény v agrotechnice a omezeni poc¢tu péstovanych plodin,
zvySovani genofondu ve vztahu k zajisténi vyZivy vysokoprodukcénich dojnic,

shahu o zkracovani reprodukéniho obdobi,

YV V V V

zpramyslinéni vyroby mléka a zvySovani produktivity prace pfi vyrobé mléka

na ukor hygieny a zoohygieny atd.



2.1.1 Pozadavky na kvalitu syrového kravského mléka

Hygienické pozadavky na produkci syrového kravského mléka a kritéria pro
syrove kravské mléko pro mlékarenské oSetfeni a zpracovani stanovuji napf.:

Narizeni Evropského parlamentu a Rady /ES/ - hygienicky bali¢ek:

€. 178/2002 ze dne 28.1.2007, kterym se stanovi obecné zasady a pozadavky

potravinového prava, zfizuje se Evropsky (fad pro bezpelnost potravin

a stanovi postupy tykajici se bezpecnosti potravin,

= . 852/2004 ze dne 29.4.2004 o hygiené potravin,

= ¢. 853/2004 ze dne 29.4.2004, kterym se stanovi Zvlastni hygienickd pravidla
pro potraviny zivoc¢iSného plavodu,

= &. 854/2004 ze dne 29.4.2004, kterym se stanovi Zvlastni pravidla pro
organizaci Ufednich kontrol produktd zivociSného plvodu uréenych k lidské
spotfebé,

= . 882/2004 z 29.4.2004 o ufednich kontrolach za ucelem ovéfeni dodrzovani

pravnich pFedpist tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvifat

a dobrych Zivotnich podminkéch zvirat.

Narfizeni Komise /ES/ €. 2074/2005 z 5.12.2005, kterym se stanovi provadéci
opatfeni pro nékteré vyrobky podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady /ES/
€. 853, 854 a €. 882/2004, kterym se stanovi odchylka od nafizeni EP a Rady
¢. 852, 853, 854 / 2004 (BALAIJKOVA, 2009).

Dle Vyhlasky €. 289/2007 Sb., o veterinarnich a hygienickych poZadavcich na
Zivoc€isné produkty a jeji novely ¢€. 61/2009:

Chovatel muze v malych mnoZzstvich prodavat se souhlasem krajské veterinarni
spravy syrove, mlékarensky neosetfené mléko a syrovou smetanu v misté vyroby
pfimo konec¢nému spottebiteli pro spotfebu v jeho domacnosti.

Predmétem tohoto pfimého prodeje syrového mléka mize byt pouze syrové
mléko, které

a) pochazi od zdravého zvifete z hospodarstvi Ufedné prostého tuberkuldzy
a Ufedné prostého nebo prostého brucelézy, jez nevykazuje Zadné priznaky
nakazlivého onemocnéni pfenosného mlékem na ¢lovéka,

b) Dbylo ziskano hygienickym zpasobem v hospodafstvi, v némz jsou

dodrzovany hygienické poZadavky stanovené zakonem.



Hygienické pozadavky na vyrobu syrového mléka, poZadavky na prostory
a vybaveni, na hygienu béhem dojeni, sbéru a pfepravy a na hygienu personalu
jsou stanovené predpisy Evropskych spole€enstvi.

Pfimy prodej syrového mléka musi byt provadén v mistnosti oddélené od staji,
vybavené chladicim zafizenim, ve které je na viditelném misté upozornéni "Syrové
mléko, pfed pouZzitim prevafit". Je-li z hospodafstvi dodavano mléko do sbérného
stfediska, standardizaCniho stfediska nebo podniku pro oSetfeni mléka, musi byt
mistnost slouZici k pfimému prodeji syrového mléka oddélena od mlécnice.

Neni-li syrové mléko uréené k pfimému prodeji prodano do 2 hodin po nadojeni,

musi byt zchlazeno na 8 T a zchlazené prodano do 2 4 hodin po nadojeni.

Do legislativy Ceské republiky patfi napf. soustavy narodnich norem (CSN), které
jsou platné, ale nezdvazné. Jednou z hlavnich norem je CSN 57 0529, syrové

kravské mléko pro mlékarenské oSetfeni a zpracovani.

Tab. 1: Pramérné ukazatele jakosti syrového kravského mléka vob  dobi let
2001 - 2009 dle vysledk @ hodnoceni v centralnich laborato  Fich (upraveno dle
Gajduska, 2003, www.ksz.af.czu.cz, stazeno 1.9.2010 a www.cmsch.cz, stazeno
30.3.2011)

Zkratka Jednotka 2001 2005 | 2006 7Y | 20072 | 20087 | 20097
CPM tis./ml 46,8 38 44 40,5 40,3 40,5
PSB tis./ml 259,2 257 262 266,2 | 262,6 264

% pozit.
RIL ) 0,35 0,16 0,23 0,22 0,12 0,20
vzorku
BM x (-0,001) T 523 525 527 527 527 527
B % 3,35 3,4 3,38 3,39 3,35 3,35
T g.100ml* 4,19 4,08 4,08 4,03 4,01 4,02
TPS % 8,82 8,84 8,84 8,83 8,76 8,77
CA viml 215 141 135 187 195 212
TRM viml 831 872 1210 690 330 310
PTM viml 6200 | 5238 | 9160 | 8470 | 9330 | 8870
% pozit.
SPAN 10,6 55 12,9 XX XX XX
vzorkU

1) Udaje za CL Pardubice, LRM Bustéhrad a Brno Turany.

2) LRM Bustéhrad a Brno-Turany (bez CL Madeta Agro a za dodavky do zahranici).




CPM = celkovy poc¢et mikroorganismu, PSB = pocet somatickych bunék, RIL = rezidua
inhibi¢nich latek, BM = bod mrznuti, B = bilkoviny, T = tuky, TPS = tukuprosta suSina, PTM =
pocet psychotrofnich organismi, CA = pocet koliformnich bakterii, TRM = pocet

termorezistentnich mikroorganisma, SPAN = pocet sporotvornych anaerobnich bakterii

2.2 Hygienicka jakost

PESEK (1999) uvadi, Ze vyslednou jakost mléka, kterou chapeme jako souhrn
,dil¢ich jakosti“ a vlastnosti, v sou¢asné dobé nejvice ovlivriuji:
» hygienické& jakost (ur€ovana poctem somatickych bunék a pfitomnosti rezidui
inhibi¢nich a cizorodych latek),

» mikrobiologicka jakost (ur€ovana po¢tem mikroorganismu).

2.2.1 Pocéet somatickych bun ék (PSB)

Mléko v obdobi laktace, sekrety mlécné Zldzy v obdobi kolostrogeneze,
v kolostralnim obdobi a v obdobi aktivni involuce, jakoZ i tekutina obsaZena
v dutinovém systému juvenilni mlé&né Zlazy a mlécné Zlazy v obdobi trvalé involuce
obsahuji buriky. Paape se spolupracovniky v r. 1963 pro né zavedl oznaceni

somatické bunky.

Somatické buriky v mléce jsou pfevazné burikami bilé krevni fady. Jsou to:

» makrofagy (mononuklearni fagocyty, kolostralni téliska)

» neutrofilni  granulocyty (polymorfonukledrni  fagocyty, polymorfonukleéry,
neutrofily)

e lymfocyty

V menSim zastoupeni to jsou epitelialni buriky, eozinofily, bazofily, erytrocyty,

histiocyty, plazmatické buriky. (RySanek, adresa: www.vri.cz stazeno 30.6.2010).

Hlavni pFi¢inou zvySeni PSB v mléce je onemocnéni mlécné Zlazy zanétlivym
procesem. Zanét Zlazy je vzdy provazen naruSenim funkce a stupen naruSeni zalezi
na intenzité zanétliveho procesu. PFi zjevnych mastitidach je sekret smyslové
zménén a byva aZz mléku nepodobny. Méné ziejmé, avSak o to zavazngjsi je
narudeni funkce mlééné Zzlazy pfi nezjevnych subklinickych mastitidach (PESEK,

1999). MIé¢né Zlaza je zdrava pouze tehdy, pokud PSB v ml mléka nepfesahuje 100
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000, pramérny pocet v CR za rok 2009 byl pfitom 262 000 PSB v mléce
(SEYDLOVA, adresa: www.naschov.cz, stazeno 30.3.2011). Bazénova hodnota
PSB je omezena maximalnim limitem v poctu 400 000 v jednom mililitru
dodavaného mléka podle smérnice EU. PoZadavky na bazénové hodnoty se vSak
vyznamné li§i od hodnot individualnich dojnic. Jakékoli vySSi hodnota nez je
100 000 PSB vjenom mililitru pfedznamenava pravdépodobnost zdravotnich

problému (SEYDLOVA, adresa: www.agroweb.cz, stazeno: 29.3.2011).

PSB je velmi dulezity, nebot ve c&tvrtovém vzorku z prvnich stfiki je spolu
s ndlezem bakteriologického vySetfeni prostfedkem diagnostické Kklasifikace
mastitid, v individualnim vzorku krav je prostfedkem Slechtitelské prevence mastitid
a v bazénovém vzorku je vyznamnym jakostnim znakem syrového miléka.
(RYSANEK, adresa: www.vri.cz, stazeno 30.6.2010).

Pfi zkrmovani nekvalitni silaze a senaze vykazuji dojnice vétsi pocet bunécnych
elementd v mléce. K vyraznému zvySeni obsahu somatickych bunék muze dojit

i zkrmovanim nové, nedostate¢né fermentované senaze (KADECKA, 1998).

Studie o ekologickém zemédélstvi v Anglii a jinych ¢astech svéta zkoumala zdravi
krav, chovanych na ekologickych farmach, u kterych je omezeno pouzivani
veterinarnich 1é€iv. Z tohoto davodu existuji obavy, Ze u téchto krav se vyskytuji vice
choroby nez u krav lé¢enych b&znymi léky. Udaje o PSB byly ziskany z narodnich

sy s

databazich pro rok 2004. PSB byl nizSi v hospodéfstvich, kdy byla isténa pouze
vemena Spinava. PSB byl také nizsi na farmach, kde se kravy chovaji ve vétSich
skupindch a kde jsou pfipady vyskytu mastitidy (ne vSechny) I|éCeny
antimikrobialnimi latkami. Primérné hodnoty PSB naméfené na ekologickych
farmach byly 214 tis./ml. Praimérné hodnoty PSB v Anglii pro rok 2004 byly 187

tis./ml (HASKELL et al., 2009)

2.2.2 Inhibi &ni latky RIL

Pod pojmem inhibi¢ni latky rozumime latky, které svymi baktericidnimi, pfipadné
bakteriostatickymi G€inky znesnadriuji nebo Uplné znemoziuji zpracovani mléka na
mlé&né vyrobky, pfi jejichZ vyrobé se pouZivaji gisté mlékarské kultury (CMK), napf.

kysané mlé&né vyrobky, syry a tvarohy (HOZOVA et al.,1994).
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Obecné tak mizZzeme oznadit latky, které maji tlumivy vliv na rozvoj a aktivitu
mlékarskych kultur a zékysit. Jestlize se v mléce nachézeji v subinhibi€nich
koncentracich, pak jejich pfitomnost ma hygienicky vyznam jako chemicky
kontaminant. V pfipadé, Ze se nachazi v mléce ve vysSich nez minimélnich
inhibiénich koncentracich (vzhledem k pouzitym CMK), projevi se jejich inhibiéni
ucinek b&hem technologického zpracovani mléka (HOLEC, 1999, LUKASOVA,
1997). S tim souhlasi i PESEK (1999), kdyZ uvadi, Ze pfitomnost inhibiénich latek
v suroviné fakticky vylu€uje moznost jejich vyroby a je pfi¢inou velkych provoznich
ztrat. Do inhibi¢nich latek se zafazuji zejména léCiva s antimikrobidlnimi vlastnostmi,
jako jsou antibiotika a sulfonamidy pouZivané k Ié€eni dojnic a také dezinfekéni

prostfedky pouzivané k dezinfekci strukl a dojiciho zafizeni.

Zvlastni skupinu tvofi inhibiéni latky vyskytujici se jako pfirozeny ochranny
systém mlécné Zlazy, tj. imunoglobuliny, lysozym, laktoferin, pfipadné dalsi
bakteriostaticky pusobici latky. VétSina téchto latek pasteraci mléka ztraci inhibiéni
acinnost. ZvySené koncentrace pfirozenych inhibi¢nich latek jsou zjisStovany

v mastitidnim mléce, mlezivu nebo mléce starodojném.

Nalezy RIL v mléce souvisi zejména s rozSifenym pouZzivanim veterinarnich léCiv,
¢asto nekontrolovanym, s nedodrZzovanim ochrannych lhut, se zménou metabolismu
nemocného zvifete, pfipadné s neduslednym vylu€ovanim mléka léCenych zvifat
z dodavky (SEYDLOVA, 1998, HOLEC, 1994).

Rizika spojena s vyskytem rezidui antibiotik a sulf ~ onamid & v mléce

PFitomnost rezidui antibiotik nebo dalSich chemoterapeutik v mléce znamena
riziko pro spotiebitele. VySe rizika zavisi na druhu antibiotik, na jejich biologickych
zvlastnostech i na jejich koncentraci v mléce. K nejcastéji uvadénym rizikiim patfi
alergické reakce, moZznost vzniku rezistence na antibiotika a nepfiznivy vliv na
pfirozenou mikrofloru lidského organismu. Alergické projevy mohou mit nejraznéjsi
stupnici intenzity a projevu - od svédéni a kopfivky pfes otoky az k anafylaktickému
Soku. Nebezpecna je zejména pfitomnost penicilinu, na ktery ma pomérné mnoho
lidi zvySenou citlivost. Stopové davky antibiotik mohou stimulovat vznik rezistentnich
kmen( mikroorganismu. DalSim rizikem je moZnost nepfiznivé modifikace pfirozené

mikroflory ve stfevnim traktu ¢lovéka (HEJZAR et al., 1980).
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2.3 Mikrobiologicka jakost

Mléko a mlé¢né vyrobky predstavuji vhodné prostfedi pro rast mikroorganismu,
které svoji metabolickou €innosti mohou ovlivnit pfiznivé nebo nepfiznivé kvalitu
a biologickou hodnotu vyrobku (GRIEGER a HOLEC, 1990). Mikroorganismy
v mléce mohou vyvolat rizné zmeény, které jsou zavislé predevSim na druhu
mikroorganismu a na sloZzce mléka, které tyto mikroorganismy rozkladaji. Mezi
hlavni zmény patfi zmény vyvolané fermenta¢ni cinnosti mikroorganismu, dale
zmény zpUsobené proteolyzou, lipolyzou, tvorbou alkalické reakce mléka, pfipadné
slizovaténi mléka, zmény barvy aj. (CEMPIRKOVA et al., 1997).

SloZeni mikrofléry syrového kravského mléka byva velmi pestré a svédc&i o urovni
hygieny v prvovyrobé. Hlavnim mikrobiologickym ukazatelem k hodnoceni syrového
kravského mléka jsou mezofilni aerobni a fakultativni anaerobni mikroorganismy
(CPM). Dopliikovymi ukazateli mléka jsou koliformni bakterie, psychrotrofni
mikroorganismy, termorezistentni mikroorganismy, sporotvorné anaerobni bakterie
(JICINSKA a HAVLOVA, 1995).

2.3.1 Mezofilni aerobni a fakultativn & anaerobni
mikroorganismy (CPM)

Hlavnim znakem hygienické jakosti syrového kravského mléka je celkovy pocet
mezofilnich mikroorganismi (CPM). Hodnota CPM charakterizuje celkovou
hygienicko-sanitani Groven ziskavani mléka. Proto je CPM jednim z hlavnich
hygienickych ukazateld. Zdrojem CPM v mléce muZze byt jednak infikovana mlééna
Zldza a kontaminované Gsti strukového kanalku, ale zejména vSechny
mikrobiologicky kontaminované povrchy, které béhem dojeni a skladovéani pfijdou do
styku s mlékem. Zasady prevence vyskytu CPM spocivaji v disledném dodrzovani
hygienickych poZadavku v prab&hu dojeni a v peclivém provadéni sanitace a udrzby
dojicich zafizeni. Pfi problémech s vysokym mnoZzstvim CPM Ize zdroje
kontaminace dohledavat mikrobiologickym vySetfenim tzv. fazovych vzorkd (mléko,
myci vody atd.) z celého profilu dojiciho procesu a zafizeni (DOLEZAL et al., 2000).
V syrovém mléce se jako kontaminujici mikroflora vyskytuji ¢etné druhy mezofilnich
aerobnich a fakultativng anaerobnich mikroorganism (HAVLOVA et al., 1993).
Mezi né patfi Escherichia coli, Enterococcus faecium a Pseudomonas fluorescens.

Bakterie Escherichia coli, které jsou schopné fermentovat laktosu za vzniku kyseliny
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mlééné, kyseliny octové, oxidu uhli¢itého a vodiku (GORNER a VALIK, 2004;
HAYES a BOOR, 2001).

Na vyskyt CPM ma vliv také zdravotni stav dojnice a mlé€né Zlazy. Dojnice
s klinickou mastitidou vylu€uje Fadové 107 zarodkd v 1 ml nadojeného miéka
(KADLEC et al., 1997).

DOLEJS et al. (2001), ktefi zkoumali vliv tepelného stresu nejen na uZitkovost
a chovani dojnic, ale i na kvalitu produkovaného syrového mléka. V experimentech
bylo pouzito po 8 dojnicich dojného typu (A-skupina — prvotelky s potencionaini
uzitkovosti cca 5000 kg miéka/laktace , B-skupina — krdvy na 2. a dalSi laktaci
s uzitkovosti 5000 kg mléka/laktace, C-skupina- s uZitkovosti 8000 kg
mléka/laktace). Obdobi vysokych teplot (29 — 32 °C) negativné ovlivnilo
mikrobiologické vlastnosti syrového mléka nejen pfimo v exponovaném obdobi, ale
i v obdobi nasledujicim, kdy mély mikroklimatické podminky ve stdji jiz droven
normalnich hodnot. CPM se u C-skupiny zvySil 16,4x, u mléka dojnic B-skupiny
8,1x, ale u A-skupiny pouze 2,1x. Vysoké (nasobné) hodnoty tohoto ukazatele se
projevily i v dalSi periodé s béznou teplotou (18 - 21 <C). Proti referen &ni periodé
byly vy38Si 4,6x u mléka dojnic C-skupiny, 1,8x u A-skupiny, ale pouze o0 6,6 %

vySSi u mléka dojnic B-skupiny (staZzeno 1.4.2011, www.cbks.cz).

2.4 PFi€iny kontaminace

Stupen mikrobialni kontaminace syrového kravského miéka ovliviiuje zdravotni
stav a hygiena dojnice, hygiena prostfedi stdji i dojiren, hygiena a technologie
vlastniho procesu dojeni a obsluhujiciho personalu (CEMPIRKOVA, 2004). PESEK
(1999) dodava, Ze mikrobialni kontaminaci ovliviuje i zplsob a v€asnost odklizu
chlévské mrvy, zplsob ziskavani a oSetfovani mléka a kvalita napéjeci a ostatni

vody.

PLOCKOVA a BREZINA (1988) rozdéluji mikrofléru syrového miéka na primarni
a sekundarni:

Primarni mikrofléra se dostava do mléka pfed dojenim bud krevnim ob&hem nebo

vnéjSi cestou — strukovym kanalkem. Mikrobialni kontaminace mléka zdravych

dojnic krevnim obéhem je nepatrna, nebot pfitomné fagocytujici bunky i protilatky
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zabranuji priniku mikroorganismu z povrchu téla a ze zazivaciho traktu do krve
a déle do mléka.

Bé&znéjSi je pranik mikroorganisma strukovym kanalkem. Celkové je pocet
mikroorganismG ve vemeni zdravych dojnic velmi nizky (obvykle nepfesahuje
10°.mI™"). Jedna se o b&Znou saprofytickou mikrofléru (pfeviadaji mikrokoky, méné
je streptokokd a Corynebacterium bovis). U mikrobiélniho osidleni vemene zdravych
dojnic existuje variabilita nejen mezi stady, ale i u jednotlivych dojnic a dokonce
i u jednotlivych strukd. Na jakost a trvanlivost mléka nema primarni mikrofléra velky

vliv, protoZe je zahy potlacena mikroflérou sekundarni, tj. kontaminaci mléka pfi

dojeni a béhem dalSiho zpracovani. V syrovém mléce ma sekundarni mikrofléra
nejvétsi pocetni zastoupeni a rovnéz nejvétsSi technologicky vyznam. Zdroje
kontaminace tvofi: povrch téla dojnice, krmivo, stelivo, vykaly, nadoby na dojeni,
dojici zafizeni, chladici zafizeni, schovné nadrze, potrubi na mléko, voda, vzduch,
hmyz a ¢lovék.

Mnozstvi a druhové zastoupeni mikroorganismu z jednotlivych zdroju je zavislé
na organizaci prace a dodrZovani hygienickych zasad v prvovyrobé, zviasté pfi

oSetfovani dojnic, dojeni a pfi veSkerych pracech ve chlévé a v dojirné.

Podle PESKA (1999) se sekundarni mikrofléra v mléce rychle rozmnoZuje aje
puvodcem c&etnych vad. Hlavni €innosti nejpocetnéjSich mikroorganismid v mléce,
coz jsou bakterie mlé&ného kvaSeni, je rozklad mlééného cukru na kyselinu mlé€nou
— zkysnuti mléka, jeho srézeni a znehodnoceni. Nepfijemnou chut a vini dodavaji
mléku zejména plynotvorné bakterie skupiny coli-aerogenes. Chutové, ale i barevné
zmény a zmény konzistence zpUsobuji Cetné dalSi mikroorganismy, napf.

Alcaligenes viscosus, Pseudomonas cyanogenes, Serratia marcescens a dalsi.

Povrch vemene at éla

Povrch vemene muze byt zdrojem kontaminace uz na zacatku vlastniho procesu
dojeni. Hovofime proto o tzv. toaleté vemene. BliZze je popsana toaleta vemene
v kapitole 2.5. Na jakost mléka ma pochopitelné vliv Cistota celého povrchu téla
dojnice. Znedisténa klaze dojnic je velmi intenzivnim zdrojem sekundarni
kontaminace mléka nezadoucimi mikroorganismy (PLOCKOVA a BREZINA, 1988,
STADLIK a TOUSKOVA, 2003).

Dojici zafizeni

Dojici zafizeni se sklada z mnoha dila (kolena, gumové soucasti), které musi byt

pravidelné pfed i po dojeni €iStény a dezinfikovany. Kromé mikrobiélni kontaminace
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mléka mizZe byt Spatna hygiena a sanitace dojiciho zafizeni vyznamnym faktorem
Sifeni onemocnéni mlé¢né Zlazy a zvlasté mastitid.

Rovnéz nadoby na dojeni, Uschovné nadrze, chladici zafizeni a potrubi je tfeba
pravidelné Cistit a dezinfikovat. Zbytky mléka slouzi jako Zivna pada pro mnohé
bakterie, které se rychle pomnoZzi a silné kontaminuji Cerstvé nadojena mléka, které
ohniskem nékazy prochazi (PLOCKOVA a BREZINA, 1988).

Nedostatky se zjistuji zejména v nedokonalém provadéni mechanického cisténi
rizikovych mist, jako jsou napf. rozdélovace, vtokové hadice do sbérnych nadrzi,
strukové nasadce, vypustni ventily tchovnych nadrzi atd. asto u téchto rizikovych
mist nejenze provedené stéry ke zjiSténi mikrobiologické Cistoty ukazuji na zna¢né
znecisténi, ale dokonce znecisténi je zjevné zjistitelné. Na Spatnych vysledcich se
vétSinou rozhodujici mérou podili nedokonald organizace prace a nedostateCna
kontrola prace doji¢ek zootechnikem (PESEK, 1999).

Pusobeni vyzivy a krmeni je velice Siroké. SloZeni krmné davky a jeji pfipadné
zmény silné ovliviiuji sloZzeni mléka a v neposledni fadé zdravotni stav dojnic,
kterym je také dana vysledna kvalita produktu (STADNIK a TOUSKOVA, 2003).
Zkazené krmeni, znecisténé nebo zmrzlé muze pfimo poSkodit ¢asti zazivaciho
aparatu, zpusobit poruchy vymeény latkové, a tak negativné ovlivnit mlé€nou Zlazu
(STROS, 1998).

PLOCKOVA a BREZINA (1988) dodavaji, 7e luéni a pastevni porosty se
vyznacuji ur€itou mikroflérou, zvlasté v Cistych horskych oblastech vesmés

mikroflérou uzite¢nou. Kvalitni lu€ni seno je nejvhodnéjsi stravou pro dojnice.

Kvalita vody
Mikrobiologicky kontaminovana voda byva také nékdy zdrojem nekvalitniho

mléka. V provoznich podminkach se na tento faktor €asto zapomind. Pfitom
v kone¢ném dusledku se stava i zdrojem zhorSeného zdravotniho stavu dojnic.
Rozbory vody by se mély provadét minimalné 2x ro¢né v kazdém podniku
(URBANEK et al., 2007).

Je znadmou skuteCnosti, Ze ve veétSiné pfipadd mikrobiologicka jakost vody

v naSich zemédélskych podnicich neni na potfebné urovni a platné mikrobiologické

ukazatele pro tuto vodu stanovené CSN 75 71 11 jsou éasto i mnohonasobné
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pfekroCovany. Tak dochazi k paradoxni situaci, nebot do prakticky sterilniho
prostfedi uvnitf technologického zafizeni, kterého jsme po ukonéeni dezinfekce
v dojicim a chladicim zafizeni doséhli, se mikroorganismy vyplachovou vodou do
zaFizeni opét vnaseji (PESEK, 1999).

Ustéjeni

Podle PESKA (1999) se ve stajich musi udrZovat éistota nejen na stani dojnic, ale
i na hnojnych a krmnych chodbéach. Pfi boxovém ustajeni dojnic je tfeba dbat na
kvalitni podestylku. Nekvalitni roSty mohou ¢asto zplsobovat nejen onemocnéni
paznehtll a vyfazovani dojnic, ale ovliviuji i produkci mléka a jeho jakost. Ve
velkokapacitnich stajich s volnym ustajenim je tfeba dbat zejména na dodrZovani
pozadavkl zoohygieny, mikroklimatu staji, na hygienu ziskavani mléka v dojirnach
atd. z hlediska zpusobu ustajeni a dojeni dojnic se jevi z pohledu mikrobiologické
Cistoty optimalni dojeni v dojirnach. Je tfeba zdlraznit, Ze rozhodujicim Cinitelem pfi
rznych zplsobech ustajeni a dojeni dojnic je vzdy uroven oSetfovatelské péce,
dodrZzovani podminek hygieny a sanitace a dodrZeni technologickych postupu.

Vaznym zdrojem neZadoucich i patogennich mikroorganismd muizZe byt
i znecisténé stelivo a vykaly, které je tfeba systematicky z chléva odstrafiovat
(PLOCKOVA a BREZINA, 1988).

Mikrobiologickou jakost mléka sniZuji mikro€astice prachu a vihké aerosoly, které
vznikaji pfi kéleni, moceni, kaSli a buceni krav. Vznikaji také pfi manipulaci
s mokrymi hmotami, jako jsou silaz, senaz a hnj. Z hlediska mikrobiologické jakosti
byvaji v prachu pfitomny obzvlasté nezadouci Bacillus subtilis, B. mycoides a dalsi
mikroorganismy. K nejvétsim zdrojdm prachu patii stelivo a krmivo. Cisténi

a podestylani dojnic ma byt provedeno jednu hodinu pfed dojenim (PESEK, 1999).

2.5 Hygiena p Fi ziskavani mléka

Zpusob a kvalita toalety mlé¢né Zlazy pred dojenim, realizace dezinfekce strukd
mlécné Zlazy pfed a po dojeni (tzv. predipping a postdipping) jsou faktory ovliviujici
mikrobialni kontaminaci kdze struk(, a tim i pravdépodobnost vzniku novych
mastitid (SEYDLOVA, 2004).
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2.5.1 Toaleta mlé €né Zlazy p fed dojenim

Predipping (tj. dezinfekce mlééné Zlazy pred dojenim) FeSi minimalizaci
bakterialni kontaminace povrchu klZze struku, ktera je zejména osidlena hlavnimi
puvodci mastitid. Aplikaci predippingu dochazi ke sniZzeni novych infekci. Efekt
zavedeni predippingu z hlediska mikrobiologické hodnoty mléka je okamzity
(SEYDLOVA, 1997).

Zavaznym zdrojem mozné kontaminace mléka bakteriemi jsou hroty strukd.
Existuje vysoka zavislost mezi poctem mastitidnich patogent hrotech strukd
a vyskytem infekci vemene. SniZzovani bakterialni kontaminace na hrotech struki
dokazané, Ze diky minimalizaci po¢tu mastitidnich patogent na hrotech strukd se
snizuje celkovy vyskyt mastitid ve stddé. Jednou z forem sniZzovani kontaminace na
hrotech strukd je i dezinfekce pred dojenim (TANCIN, 1994, VALCL, 1996).

Priprava s dezinfekci struk & pred dojenim:
Sucha toaleta

Suchd toaleta vemene spocCiva v mechanické ocisté vemene suchou latkou,
utérkou nebo jednordzovou papirovou utérkou namoclenou v dezinfek&nim
prostfedku. Pfi suché toaleté mlécné Zlazy bylo dosazeno snizeni CPM v mléce
odebiraném z pfirodni hadice pfed chladici nadrzi o 30%. Podstatnou podminkou

suché toalety je suché a Cisté stani dojnic (KADLEC et al., 1995).

Polosucha toaleta

Provadi se u mélo znecisténych mlécnych Zlaz a zahrnuje: otfeni zakladny strukd,
a zejména hrotd strukd vyzdimanou utérkou pFedem smocenou v roztoku
schvéaleného dezinfekéniho pripravku (HEJLICEK et al., 1987).

Mokra toaleta

Jednoznaéné nejucinnéjSi zplasob pfipravy mlééné Zlazy na dojeni vychéazi
z pouzivani jednorazovych hadrovych, Iépe pak papirovych utérek namocenych
v dezinfek&nim roztoku. Na naméaceni se osvédcCily chlorové pripravky a v posledni
dobé pak slabé roztoky (0,25%) Kkyseliny peroctové pUlsobici baktericidné,
sporocidné, antimykoticky a caste¢né i virucidné. PFi kontaktu s biologickym
materidlem se kyselina rozpada na vodu a kyslik. Nejvhodné&jsi je skloubeni varianty

vihké toalety a predippingu v podobé dezinfek&niho vihkého Cisténi, které je velice
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acinné a casové provoz nezatézuje. Dezinfekce strukd pfed dojenim a udrZovani
mlécné Zlazy v Cistoté ma nezastupitelny vyznam v minimalizaci narustu mastitid
(snizeni az o 50%). VIhk& papirova utérka s dezinfekénim prostfedkem nebo
kombinace zakladniho oSetfeni vlhkym hadrem a predipping znamena pokles
bakterialni kontaminace povrchu struku az o 85%, oproti pouZiti jen vlihké utérky
nebo dokonce mokré toalety, ktera znamend pokles pouze o 40%. RezZim
sprchovani mlééné Zlazy je naprosto nevhodny, ale v zemédélskych provozech stale

hojné pouzivany a nékdy i odborniky doporu¢ovany (SEYDLOVA, 2004).

2.5.2 Vlastni dojeni

Dojeni vykonavané odbornikem a dusledné dodrzeni hygienickych pfedpisu jsou
rozhodujicim faktorem pfi snizovani Cetnosti onemocnéni vemene a zvySovani
kvality mléka (PAVELKA, 1996).

Pfi dojeni je potfeba respektovat fyziologické pochody spousténi mléka. Od
prvniho kontaktu s mlé€nou Zlazou pfi o€isté struki do nasazeni dojiciho zafizeni by
mély uplynout 1 aZz 3 min. Proto je pfiprava dojnice dlouho pfed nasazenim dojiciho
zafizeni chybou (ZELINKOVA, 2007).

Pfed vlastnim dojenim se z kazdého struku oddoji prvni stfik mléka do specialni
naddobky a vizualné se posoudi kvalita mléka. Vlastni dojeni musi byt Setrné,
pfiméfené rychlé a v€as ukoncéené. Slozeni mléka se v pribéhu dojeni ponékud
méni, proto musi byt vydojeno veskeré mléko (PAVELKA, 1996).

Pri zjisténi jakékoliv odchylky je mléko dojnice vylou¢eno z dodavky do mlékarny.
RovnézZ tak je vylou¢eno pfi onemocnéni vemene, kdy jsou dojnice dojeny jako
posledni nebo zvlastnim dojicim zafizenim, popfipadé ruéné (KYSELY, 2005).

Spousténi mléka ovliviiuje hormon oxytocin, ktery je produkovan podvéskem
mozkovym, pfedevSim pfi podrazdéni strukd. Jakmile je mléko vybuzeno, musi se
nasadit dojici stroj, protoZe po 6 az 8 minutach ztraci tento hormon svoji plisobnost
(DOLEZAL et al., 2000).

ILLEK et al. (1997a) uvadi, Ze z Kklinického hlediska m& v kazdém dojicim
systému rozhodujici roli kvalita funkce strukového nasadce. Po dojeni by se mély
strukové nasadce sejmout ze strukd Setrné az po vyrovnani tlakd (KADLEC, 1996).

Podle URBANA et al. (1997) je Zadouci sladéni pozadavku dojnic, dojiciho stroje
a dojiCe. Predpokladem pro vysokou produktivitu prace a odpovidajici dojeni jsou:
klidné zachazeni se zvifaty, optimalni dojici technika, klidny vstup a vystup krav do

dojirny, Setrné a nepferusované dojeni a kontrola vemene.
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2.5.3 Toaleta mlé éné Zlazy po dojeni

Dezinfekce mlé¢né Zlazy po dojeni (postdipping) je vysoce ucinnou metodou
prevence infekci vemene. Provadi se po kazdém dojeni ponofenim struku do
dezinfekéniho roztoku, ve vhodné nadobce. Osvédcila se i v chovech zamorenych
stafylokoky. U&innost metody zavisi na druhu a koncentraci pouzitého dezinfek&niho
roztoku. Spravné provadéna dezinfekce strukd po dojeni sniZuje az o 90% moznost
priniku pavodct mastitid (streptokoky, stafylokoky), nezabrani vSak pozdé&jSimu
priniku bakterii z prostfedi (koliformni aj.), které se dostanou do struku pfi ulehnuti
do nedisté a vlhké podestylky. Krmeni by mélo nasledovat az po dojeni, aby krava
po dezinfekci struku cca 2 hodiny stala (ILLEK et al., 1997b).

ReZim postdippingu je v zemédélskych chovech realizovany v pomérné Sirokém
méfitku. Lze ho klasifikovat jako moderni vysoce uc€innou metodu prevence infekci
mlécéné Zlazy zavisici na druhu a koncentraci pouzité ucinné latky. Pokud je
postdipping doplnén o péc¢i o suchou a ¢istou podestylku, sniZzeni poctu novych
mastitid je vyrazné (az o 90%). Zasadné rozliSujeme dva zakladni typy
dezinfekénich prostfedk po dojeni, a to bezbariérové a bariérové. Bariérové
obsahuji komponenty, které v porovnani s bezbarierovymi vytvareji prodysSnou
polymerovou vrstvu a ta sama o sobé struk chrani. Prvotni Gcinek jakéhokoli
postdippingu je v uzavieni strukového kanalku a v pfipadé pouZiti bariérového
prostfedku vytvofeni mechanického ochranného &titu okolo struku. U&inn& brani
priniku mikroorganismu na kuzi struku a v ¢ase mezi dojenimi i do strukového
kanalku (SEYDLOVA, 2004).
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 Cil prace

Od Cervna 2008 do unora 2011 (v€etné) jsem sledovala dva z hlavnich ukazateld
jakosti syrového kravského mléka — pocet somatickych bunék (PSB) a celkovy
pocet mikroorganisml (CPM) ve dvou chovech se stejnou technologii chovu dojnic
a ziskavani mléka.

Cilem diplomové prace byla analyza mikrobiologickych a hygienickych ukazatell
ve vybraném zemeédélském podniku, posouzeni zmén v pribéhu roku,vysvétleni

pFicin jejich rozdill a navrzeni postupt vedoucich ke zlepSeni dosavadniho stavu.

3.2 Charakteristika zem édeélského podniku — chov 1

AGRO druzstvo Dolni Bukovsko bylo zaloZzeno 18. prosince 1992 a v soucasné
dobé hospodafi na cca 1800 ha zemédeélské pudy. Z rostlinné vyroby zde péstuje
fepku olejku, p3enici ozimou, jeEmen jarni, je€men ozimy a jetel luéni. Z Zivocisné
vyroby se AGRO druZstvo vénuje pouze chovu Ceského strakatého skotu s trzni
produkci mléka. Oba sledované chovy se nachazeji v nadmorské vySce cca 445 m
v mirné vihkém az vihkém klima okresu Ceské Budgjovice s primé&rnymi teplotami
7-8<T.

Pramérné dojivost se pohybuje v rozmezi 14 az 18 I. Dojeni probih& na stani do
potrubniho dojiciho zafizeni. Cisténi a dezinfekce dojiciho zafizeni a nadrzi na
chlazeni a uchovani mléka je provadéno pomoci prostfedku Despon — kysely vecer
a Despon - alkalicky rano. Koncentrace roztoku je 0,5% teplota 40 az 50C
a kontaktni doba 15 az 20 minut. Jako filtraéni material se pouZzivaji filtry Laktona.
Mléko je okamzité po nadojeni zchlazeno. Dochéazi k smichani ranniho
a odpoledniho mléka. Je provadéno separované dojeni dojnic s mastitidou, strukove
nasadce konvovych stroji jsou mezi jednotlivymi dojnicemi méaceny v roztoku
Chloraminu. Kontrola kvality proplachové vody je provadéna 1x ro¢né (vlastni zdroj
pitné vody). Strukové naviecky se vymeénuji 1x za 3 mésice, mlé¢né hadice dle
potfeby.

Dezinfekce struku se ve formeé predippingu neprovadi. Jako dezinfekéni prostfedek

v postdippingu je pouzivan pfipravek Shelby, je to ochrana jednosloZzkova a neni
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stfidan. Dezinfekce je provadéna 2x denné a aplikace dezinfekéniho prostfedku je

provadéna naméacenim strukd.
Toaleta mlé¢né Zlazy je mokra. Dochézi k omyti, voda ve védru obsahuje desinfekci

Deprosan a je ménéna podle potfeby. Dojicka pouziva latkové utérky. Ma

k dispozici 2 utérky, kde 1 naméci a 1 pouziva na ususeni. Na kazdou dojnici berou

novou utérku na otfeni vemene.
K podestylani je pouzita slama. Podestylani probiha rano i vecer. Hnuj se

odstranuje pomoci Skrabaku. Klinické mastitidy se vyskytuji do 5 pfipadl mési¢né.

Dal3i charakteristika je uvedena v tabulce &islo 2.

Tab. 2: Charakteristika chov U

o Jalovice do Telata do
Dojnice i ..
oteleni 6. meésice
kukufi¢na
s 21 0 2
- silaz
x ~ - 7z
& < jetelova
S 3 N 12 20 5
T B senaz
e =
v seno 1 1 15
Smeés 3 1 1
Prameérny stav (ks) 160 120 50

Ustajeni

vazné stelivové

vazné stelivové

volné stelivové

Dojeni

na stani
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3.3 Sledované ukazatele

V obdobi od ¢ervna 2008 do unora 2011 byly pravidelné odebirany bazénové
vzorky syrového kravského mléka. Odbéry byly provadény u obou chovl 3-4x do

mésice. Vzorky u jednotlivych krav na PSB dle potfeby.

Ukazatel Celkovy po €et vzork G
za 3 roky
» Pocet somatickych bunék (PSB) 265
» Celkovy pocet mikroorganismui (CPM) 186

Od zemédélského podniku mi nebyly poskytnuty data RIL, proto dale nebyly

analyzovany.

3.4 Analytické metody stanoveni hodnot CPM a PSB

Stanoveni hodnot PSB a CPM v syrovém kravském mléce provadéla Laboratof
pro rozbor mléka v Bustéhradu v souladu s CSN 57 0529.

PSB v syrovém mléce je stanovovan pomoci fluoro-opto-elektronické metody. Pro
tento postup jsou somatické burnky definovany jako Castice, které maji minimalni
intenzitu fluorescence vlivem barveni fluoresenénim barvivem. Obarvené SB
vytvareji v pritoéném cytometru elektricky impulz, ktery je zaznamenan. Jde tedy
0 nepfimou metodu a pfistroj, Fossomatic 5000, je nastavovan podle referencni
metody. Stabilita nastaveni je natolik robustni, Ze Uroveni méfeni je kontrolovana
pomoci standardd (neni nutno provadét pravidelné kalibrace — na rozdil od
stanoveni obsahovych slozek mléka). PSB je uvadén v tisicich v 1 ml mléka.

Zjisténi CPM je rutinné provadéno automatickym stanovenim pfimym pocitanim

bakterialnich bunék v syrovém mléce pfistrojem BactoScan.
3.5 Statistické zpracovani udaj U

PFi statistickém zpracovani dat byly pro vypocty vysledkd vyuZity programy
Microsoft Excel a Statistica Cz 6.1 (Statsoft CR). V souboru byly vyhodnoceny

predpoklady pro vyuZziti parametrickych metod.
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V programu Microsoft Excel byla data poskytnutd zemeédélskym podnikem
utfidéna. V programu Statistica Cz 6.1 byly vypocitany potfebné statistické

ukazatele.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Jakostni ukazatele syrového kravského miléka —
PSB a CPM

Tab. 3: Zakladni statistické charakteristiky PSBa  CPM syrového kravského
mléka ve sledovaném souboru

Ukazatel PSB (tis/ml) CPM (tis/ml)

n 265 186

X 335 18

Sx 102 38
min 88 6

max 800 485
Xos 267 8
X75 383 16

CPM = celkovy poc¢et mikroorganism(; PSB = pocet somatickych bunék; n = poc€et udajl; x =
primér; sx = smérodatna odchylka; x,5 = dolni kvartil; x;5 = horni kvartil

Tabulka 3 zahrnuje vypoc&tené zakladni statistické charakteristiky u sledovanych
parametrt syrového mléka a to za celé sledované obdobi a za oba chovy.

Pramérné hodnoty vyhovuji stanovenym poZadavkim danych CSN 57 0529
a predpisum EU.

Diky minimalni a maximalni hodnoté muzeme sledovat, zda néktery ze vzorku
porusil limit dany CSN 57 0529. Za zminku stoji maximalni hodnota zjiténa u PSB
(800 tis./ml), ktera dvojndsobné prekracuje limit, tj. PSB < 400 tis./ml mléka
a maximalni hodnota u CPM (485 tis./ml), ktera vice jak ¢tyfndsobné prekracuje
limit, tj. CPM < 100 tis./ml mléka.
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4.2 Celkovy po ¢et mikroorganism G (CPM)

Mléko a mlécné vyrobky predstavuji vhodné prostfedi pro rist mikroorganismd,
které svoji metabolickou ¢&innosti mohou ovlivnit pfiznivé nebo nepfiznivé kvalitu
a biologickou hodnotu vyrobku (GRIEGER a HOLEC, 1990).

V tabulce 4 jsou uvedeny statistické charakteristiky pro CPM v jednotlivych

chovech a letech.

Tab. 4: Statistické adaje CPM (tis./ml)

Chov D. Bukovsko Chov Popovice
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011
n 21 35 30 6 21 36 31 6
X 16 12 22 25 10 27 14 16
Sy 10 10 28 29 5 80 7 12
min 6 6 6 6 6 6 7 8
max 39 65 158 84 29 485 35 39

n = pocet Udajl; x = primeér; sx = smérodatna odchylka

Priimérné hodnoty CPM se pohybovaly ve sledovanych chovech od 10 do 16
tis./ml od €ervna 2008, od 12 do 27 tis./ml v roce 2009, od 14 do 22 tis./ml v roce
2010 a od 16 do 25 tis./ml do bfezna roku 2011 (graf €. 1 a tabulka €. 4).

Porovname-li ro¢ni primérné vysledky sledovanych chovl s vysledky
publikovanymi Ceskomoravskou spoleénosti chovateld, a.s. ve vykazu ,Mé&siéni
priumérné hodnoty vysledk vybranych parametrd bazénovych vzorki
nakupovaného mléka zpracovanych v laboratofich CMSCH a.s.“, kde jsou uvedeny
roéni priméry z let 2006-2010 (dale jen ,CMSCH a.s.“,), Ize mnou sledované chovy
hodnotit z hlediska CPM jako nadprimérné. V tomto vykazu hodnoty ve vSech

zmifovanych letech pfesahovaly 40 tis./ml.
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Graf €. 1: Porovnani pr amérnych hodnot CPM v jednotlivych chovech
v obdobi €erven 2008 — Unor 2011

27

CPM (tis./ml)

2008 2009 2010 2011
Rok

E Dolni Bukovsko @ Popovice

Primérné hodnoty CPM za celé obdobi jsou 19 tis./ml v chovu Dolni Bukovsko
a 17 tis./ml v chovu Popovice (graf €. 2). PFfi porovnani téchto hodnot CPM Ize
konstatovat, Ze chov v Popovicich vykazuje niZzSi mikrobialni kontaminaci mléka nez
chov v Dolnim Bukovsku. Oba chovy maji stejnou technologii ustajeni, pouzivani
desinfekénich prostfedkd i zplsob dojeni. Niz§i hodnoty CPM v Popovicich si Ize
vysvétlit dukladnéjSim prFistupem k hygiené dojnic personalem, jelikoZz o jednotlivy
chov se stara jiny personal. Dojicky v Popovicich hodnotim jako vice kvalifikované
a zodpoveédnéjsi ke své praci. V chovu Dolni Bukovsko mlze vysSi hodnoty CPM
zplUsobovat znecisténi dojnic a nasledné nedostatky toalety vemene (mokra toaleta
+ nedostate¢né osuseni vemene).

Zgrafu & 2 je zfetelny rozdil mezi vysledky sledovanych chova a vysledky
ziskanymi CSMCH a.s.. Vypoéteny primér CPM za roky 2008 — 2010 CSMCH a.s.
potvrzuje nadprimérnost sledovanych chovu, kde je hodnota 40 tis./ml vice nez

dvojnasobné vyssi.
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Graf €. 2: Porovnani pr amérnych hodnot CPM (tis./ml) ve sledovanych
chovech s pr mérnymi hodnotami CPM (tis./ml) CMSCH a.s. za obdobi
€erven 2008 — unor 2011

40

CPM (tis./ml)

1
Pramér za roky 2008 - 2011

B Dolni Bukovsko @ Popovice BCMSCH a.s.

Pro nelplna data za rok 2008 a 2011 jsou v tabulce 5 a grafu 3 zaznamenany
prumérné mési¢ni hodnoty CPM ve sledovanych chovech v roce 2009 a 2010.

ey s

v unoru 2010, u chovu Popovice byla 7 tis./ml vlednu 2009 a 10 tis./ml v Unoru
2010. Oproti tomu nejvySSi hodnoty byly zaznamenény u chovu D. Bukovsko a to 39
tis./ml v dubnu 2009 a 61 tis./ml v srpnu 2010, u chovu Popovice 171 tis./ml v srpnu
2009 a 22 tis./ml v kvétnu 2010. Z vysledkl je ziejmé, Ze hodnota ukazatele CPM
nevykazuje konstantni trend. Lze tedy usuzovat, Ze kontaminace mléka z vnéjSiho
prostfedi velmi kolisa podle podminek ziskavani a oSetfovani mléka. Z grafu 3 je
patrny extrémni vykyv v chovu Popovice v srpnu 2009. Toto vychyleni zpusobuje
hodnota 171 tis./ml CPM. Tato vysok& hodnota byla pravdépodobné zplsobena

vnéjSim znedisténim vzorku mléka.

x v s

s s

unoru. Zde byla uvedena hodnota 33 tis./ml. Tato hodnota je vice nez o 2/3 vy3si
nez jsou zmifilované hodnoty sledovanych chovl. Oproti tomu nejvySSi hodnoty

CPM se jiz s hodnotami uvedené CMSCH a.s. neshoduji. Nejvy$si hodnota 54

- 28 -



tis./ml. byla zaznamenana v €ervenci. V tomto mésici chov Dolni Bukovsko vykazal

hodnotu 22 tis./ml a chov Popovice 14 tis./ml.

Tab. 5: Pramérné m ésiéni hodnoty CPM v tis./ml v jednotlivych chovech za rok

2009 a 2010

Chov Dolni Bukovsko

Chov Popovice

Mésic/rok
2009 2010 2009 2010

Leden 9 15 7 11
Unor 9 6 10 10
Brezen 6 10 8 16
Duben 39 18 32 14
Kvéten 16 23 18 22
Cerven 9 30 13 16
Cervenec 12 22 11 14
Srpen 13 61 171 18
Za&ri 8 15 11 12
Rijen 10 22 22 11
Listopad 8 28 12 16
Prosinec 8 14 8 13
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od zdravych dojnic obsahuje maly pocet mikroorganismd. Pocet

mikroorganismd v mléce v okamziku dojeni byva 10'-10° v 1 ml mléka. Po nadojeni

dochézi ke zna¢né zméné pavodnich mikroorganismd syrového miléka a to

v disledku kontaminace rizného puavodu. Hlavnim zdrojem kontaminace mléka po

nadojeni je ovzdusi, dojici zafizeni, vemeno, ruce pracovnikl, ale i ostatni zdroje
napf. voda, hmyz apod. (CEMPIRKOVA et al., 1997).

Vgrafu 4 a 5 jsou rozdélené Cetnosti pro chov Dolni Bukovko a Popovice.

Procentualné vysly ¢etnosti u obou chovu stejné. U chovu Dolni Bukovsko 1 vzorek,

tj. 1 % z celkového souboru 92 vzork( nevyhovélo limitu danému CSN 57 0529, tj.
CPM < 100 tis./ml mléka. Dale pak 89 vzorkd, tj. 97 % odpovida jakostni tfidé Q,

kde je limit CPM do 50 tis./ml mléka. 2 vzorky, tj. 2% z celkového souboru 92 vzorki

je mozno zaradit do I. jakostni tFidy.

-30 -



Graf €. 4: Rozd éleni €etnosti pro CPM (tis./ml) v chovu Dolni Bukovsko

2, 2% 1: 1%

89; 97%

M do 50 B 50-100 O nad 100

U chovu Popovice 1 vzorek, tj. 1% z celkového souboru 94 vzorkl, nevyhovél
limitu danému CSN 57 0529. Déle pak 91 vzorkd, tj. 97% odpovida jakosti tfidé Q

a 2 vzorky , tj. 2% z celkového souboru 94 vzorkd spada do I. jakostni tfidy.

Graf €. 5: Rozd éleni €etnosti pro CPM (tis./ml) v chovu Popovice

2; 2% 1; 1%

- —091; 97%

Bl do 50 @50 - 100 O nad 100
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4.3 Pocet somatickych bun ék (PSB)

V tabulce 6 jsou uvedeny statistické charakteristiky pro PSB v jednotlivych

chovech a letech.

Tab. 6: Statistické udaje PSB (tis./ml)

Chov D. Bukovsko Chov Popovice

2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

n 35 48 40 8 35 49 42 8
X 361 343 312 354 300 318 366 362
Sx 81 118 87 123 81 91 124 89
min 229 171 193 241 144 88 215 208

max 609 692 612 631 528 547 800 480

n = pocet Udajld; x = pramér; sx = smérodatna odchylka

zaznamenana v roce 2008 (300 tis./ml) a 2009 (318 tis./ml) v chovu Popovice,
v chovu Dolni Bukovsko v roce 2010 (312 tis./ml) a 2011 (354 tis./ml). Nejvyssi
prumérné hodnoty byly zjistény v chovu Popovice v roce 2010 (366 tis./ml) a 2011
(362 tis./ml) a v chovu Dolni Bukovsko v roce 2008 (361 tis./ml), 2009 (343 tis./ml).
Priimérné hodnoty PSB za celé obdobi 2008 - 2011 jsou v chovu Dolni Bukovsko
339 tis./ml a v chovu Popovice 331 tis./ml.

Ve vSech letech pramérny PSB v obou chovech pfesahl hranici 300 tis./ml. | kdyz
vy38i PSB odpovidaji hodnotam pravnich predpist EU i pfedpisim CR, v obou
chovech pfesahuji limit pro zdravé stada tj. 200 tis./ml (KADLEC a HELGERUM,
2004), coz by mohlo poukazovat na mozny vyskyt subklinickych mastitid a s tim

souvisejici znacné ekonomické ztraty ve vyrobé.

Mnoho autord pfisuzuje zvySeni PSB z dadvodu krmeni dojnic nekvalitni silazi.
V krmné déavce sledovanych chovl je obsaZena sildZ a to by mohl byt duvod
zvySeni PSB. Proto je velice dulezité v prvovyrobé mléka dbat na spravné

hygienické zasady vyroby a skladovani krmiv.
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Porovname-li ro€ni prumérné vysledky sledovanych chova s vysledky
publikovanymi CMSCH a.s., kde jsou uvedeny roéni praméry z let 2006-2010 (déale
jen ,CMSCH a.s."), Ize mnou sledované chovy hodnotit z hlediska PSB v obou
sledovanych chovech jako neuspokojivé. V tomto vykazu byla hodnota PSB 262 630
tis./ml v roce 2008, tzn. o 98 tis./ml PSB nizSi neZz u chovu Dolni Bukovsko a o 37
tis./ml nez u chovu Popovice. V roce 2009 byla hodnota PSB z vykazu CMSCH a.s.
264 tis./ml, to je 0 79 tis./ml nizSi nez u chovu Dolni Bukovsko a o 54 tis./ml nizsi
nez u chovu Popovice. V roce 2010 byla hodnota PSB z vykazu CMSCH a.s. 255
tis./ml, to je o 57 tis./ml niz8i nez u chovu Dolni Bukovsko a o 111 tis./ml niz§i nez
u chovu Popovice. Z vykazu CMSCH a.s. je patrné, Ze PSB v jednotlivych letech

od sledovanych chovli. Pro chov Popovice je rok 2010 hodnotou PSB 366 tis./ml

dokonce nejhorsi ze vSech analyzovanych let.

Graf €. 6: Porovnani pr amérnych hodnot PSB (tis./ml) v jednotlivych chovech
v obdobi ¢&erven 2009 — tnor 2011
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Chov Dolni Bukovsko dosahuje vyssSiho PSB o 8 tis./ml nez chov Popovice (graf
€. 7). Zelinkova (2008) uvadi, Ze nejcastéjSi prficinou PSB v mléce a zvySeného
vyskytu mastitid ve stadech jsou stabilné infek&ni zanéty. Jedna se o ty situace, kdy

evidentni pfi¢inou zvySeného poctu mastitid ve stadé, pfipadné zvySeného PSB je

zvySeny vyskyt primarnich patogenu - puvodct mastitid. Tato situace nastava napr.
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pfi zvySeném infekénim tlaku ve starSich provozech - z tzv. Unavy prostredi
a v pfipadé pfitomnosti rezistentnich kmenu ve stadé. Tato situace nastava
i v provozu Dolni Bukovsko.

V grafu €. 7 je také zaznamenan rozdil PSB ve sledovanych chovech v porovnani
s pramérnymi hodnotami za roky 2008 — 2010, které vyhodnotii CMSCH a.s..

Sledované chovy vykazuji vice jak o 30 tis./ml vySSi hodnotu PSB nezZ vysledny
pramér CSMCH a.s..

Graf €. 7: Porovnani pr ameérnych hodnot PSB (tis./ml) v jednotlivych
chovech za celé obdobi

339 331

PSB (tis./ml)

1
Pramér za roky 2008 - 2011

B Dolni Bukovsko @ Popovice BCMSCH a.s.
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Pramérné mésicni hodnoty PSB ve sledovanych chovech jsou zaznamenany

ey s

2009 (271 tis./ml) a v kvétnu 2010 (254 tis./ml), u chovu Popovice byla v lednu
2009 (267 tis./ml) a v bfeznu 2010 (251 tis./ml). Oproti tomu nejvySSi hodnoty byly
zaznamenany u chovu Dolni Bukovsko v dubnu 2009 (421 tis./ml) a v fijnu 2010
(394 tis./ml), u chovu Popovice v listopadu 2009 (401 tis./ml) a v dubnu 2010 (496
tis./ml).

VétSina autord se shoduje, Ze ukazatel PSB v mléce je ovliviiovan roénim
obdobim. Nejvy3si hodnoty PSB byvaji zaznamenany v letnich mésicich. DOLEJS
et al. (2001) zkoumali vliv tepelného stresu na uzitkovost, chovani dojnic a na kvalitu
produkovaného syrového miléka. Teplotni Urovenn  referenénich period byla
18 - 21 <C. Teplota v periodach sledovani tepelnéh o stresu byla 29 - 32 €. Vlivem
vysokych teplot v experimentélni periodé se zvysil PSB 1,5 — 3,2x. V nasledujicim
obdobi doslo ke sniZzeni PSB na 1,7x - na 2,1x (adresa: www.cbks.cz, staZeno:
29.3.2011)

Tuto tendenci zvySovani PSB v letnich mésicich byla potvrzena u obou chovd
v roce 2009 a 2010 s vyjimkou nahlého zvySeni PSB u chovu Popovice jiZz v dubnu
2010 na hodnotu 496 tis./ml. Tato hodnota je alarmuijici, jelikoZ pfesahuje limit CSN
57 0529, tj. PSB < 400 tis./ml mléka. Pfi této hodnoté PSB je nutno dojnici ihned
léCit napf. antibiotiky. Hodnot pfesahujicich PSB 400 tis./ml je vice a to u chovu
Dolni Bukovsko v roce 2009 v ¢ervenci a v prosinci. U chovu Popovice v roce 2009
v listopadu, 2010 v Unoru, v dubnu (uvedeno jiz vySe), v €ervenci a v srpnu.

Ziskany udaj o PSB v chovu Dolni Bukovsko koresponduje s hodnotou uvedenou
ve vykazu CMSCH a.s.(Gnor — prosinec 2010), nebot i zde nejniz&i pramérna
hodnota byla vykazana v mésici kvétnu. Zde byla uvedena hodnota 228 tis./ml. Tato
hodnota je o 26 tis./ml PSB niz3i neZ hodnota v chovu Dolni Bukovsko. Oproti tomu
nejvy3si hodnoty PSB se jiz s hodnotami uvedené CMSCH a.s. neshoduji. Nejvy3si
hodnota 295 tis./ml. byla zaznamenana v Cervenci. Vtomto mésici chov Dolni

Bukovsko vykézal hodnotu 304 tis./ml a chov Popovice 424 tis./ml.
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Tab. 7: Vliv m ésice a chovu na PSB (tis./ml)

Chov Dolni Bukovsko

Chov Popovice

Mésic/rok
2009 2010 2009 2010
Leden 332 312 267 295
Unor 316 319 300 429
Bfezen 271 282 271 251
Duben 284 269 284 496
Kvéten 348 254 336 387
Cerven 330 258 393 333
Cervenec 421 304 334 424
Srpen 360 321 342 409
Z&Fi 373 315 334 394
Rijen 307 394 373 397
Listopad 331 340 401 314
Prosinec 408 343 268 331
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Graf €. 8: Vliv m ésice a chovu na PSB (tis./ml)
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Rutinni analyzy mléka v chovatelskych laboratofich jsou dulezité pro pouZziti
jejich vysledkl v kontrole uzitkovosti (KU).

S nardstajici produkci dojnic ve vysokoprodukénich chovech se mlééna Zlaza
stava "reaktivnim organem", disledkem ¢eho v poslednich letech zaznamenavame
zvySeni podilu tzv. reaktivnich mastitid. Jedna se o zvySeny vyskyt "milionarek”
s bakteriologicky negativnim subklinickym zanétem. Ke zvySeni PSB v mléce
v téchto pfipadech nedochéazi z infekénich pficin, nybrz v ddsledku stresovych
faktord. DalSim vyznamnym faktorem podilejicim se na stavu zdravi mlécné Zlazy
dojnic byly chyby v technologii dojeni, zejména nevhodna toaleta mlé¢né Zlazy pred
dojenim, s pouzitim spole€nych utérek, podporujici Sifeni zarodku ve stadé
(ZELINKOVA a BZDIL, 2003).

V grafu €. 8 jsou uvedeny Cetnosti podle vysledkd z kontroly uZitkovosti (KU)
jednotlivych dojnic za rok 2009 - 2010. Doslova alarmujici je hodnota 12%, to je 23
z celkového souboru 199, které prfekracuje hodnotu nad 1 000 tis./ml PSB. Tato
hodnota poukazuje na vyskyt ,milionafek” i ve sledovanych chovech. Neuspokojiva
je také hodnota 29%, tj. 57 dojnic, které prevysuiji limit stanoveny CSN 57 0529, ;.
PSB < 400 tis./ml mléka.
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Graf €. 9: Rozd éleni €etnosti pro PSB (tis./ml) na zaklad & kontroly uZitkovosti
za rok 2009 -2010
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PSB v mléce musime chapat jako kli€¢ovou hodnotu hygienické kvality mléka,
kterd jednoznaCné odrazi nejenom zdravotni stav mlécné Zlazy, ale i celkovy
zdravotni stav dojnice (SEYDLOVA, adresa: www.agroweb.cz, stazeno: 29.3.2011).

Mastitidy skotu jsou jednou z hlavnich pfi¢in sniZzovani jakosti mléka. Je tomu tak
proto, Ze tato hromadna onemocnéni zpuUsobuji zavazné poruchy funkce mlééné
Zlazy, naruSuji smyslové vlastnosti mléka a vedou k vyznamnym zménam jeho
sloZeni a jeho fyzikélnich vlastnosti. Tim dochazi ke sniZeni biologické a nutriéni
hodnoty mléka a snizeni jeho technologické zpracovatelnosti (RYSANEK, adresa:
Www.vri.cz, staZzeno: 31.1.2011)

V néasledujicich grafech 9 a 10 jsou znazornény cetnosti PSB u chovu Dolni
Bukovsko a Popovice.

U chovu Dolni Bukovsko vysledky ukazuji, Ze limitu danému CSN 57 0529,
vyhovélo 106 udaju, tj. 81 % a tento limit byl pfekro€en u 25 vzorkd, tj. 19% z celého
souboru 131 Udajd. Pozadavkdm EU a CR na jakostni mléko vyhovélo pouze 81%,
ale neni v souladu s poZadavky na zdravé stddo PSB < 200 tis./ml. Tomuto
pozadavku vyhoveély pouze 4 vzorky, tj. 3% z celkového souboru 131 vzorku.

Pro zafazeni do jakostni tfidy Q je pro PSB limit do 300 tis./ml mléka. Tomu

vyhovélo celkem 49 vzorku z celkového poctu 131 vzorkd, coz je 37%.

Graf €. 10: Rozd éleni €etnosti pro PSB (tis./ml) v chovu Dolni Bukovsko
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U chovu Popovice (graf &. 10) vysledky ukazuiji, Zze limitu danému CSN 57 0529,
vyhovélo 110 udaju, tj. 82 % a tento limit byl prfekroéen u 24 vzorku, tj. 18%
z celkového souboru 134 Gdaji. Pozadavku na zdravé stado vyhovélo jen 6 vzorkd,
tj. 4% z celkového souboru 134 vzorkd.

Pro zafazeni do jakostni tfidy Q vyhoveélo celkem 51 vzorkd, tj. 38% z celkového
poctu 134 vzorkd.

Z tabulky ¢. 1 (literarniho pfehledu) je patrné, Ze hodnota PSB kazdym rokem
stoupa. Od roku 2001 do roku 2009 se prumérna hodnota PSB zvySila z 259 tis./ml
na 264 tis./ml, tj. nartst o 5 tis./ml.
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Graf €. 11: Rozd éleni €etnosti pro PSB (tis./ml) v chovu Popovice
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5 ZAVER

Prvovyroba mléka ma na cesté zpracovani mléka pro finalni produkty dominantni
postaveni. Bezpec€nost a kvalita mlééného potravinového fetézce jsou dulezitymi
aspekty ochrany vefejného zdravi. Cokoli se zanedba pfi ziskavani syrového mléka,
neda se jiz mlékarenskym oSetfenim napravit. Velmi dulezitd je vazba kvality
syrového mléka k jeho nakupni cené. PFi vyrobé syrového kravského mléka se proto
musi vénovat nalezitd pozornost vSem faktordm, které mohou ovliviiovat jeho
jakostni ukazatele.

Cilem mé diplomové prace proto bylo vyhodnoceni jakostnich ukazateld mléka
zaméfenych na hygienickou a mikrobiologickou jakost: po€et somatickych bunék
(PSB) a celkovy pocet mikroorganismu (CPM). Ve dvou chovech AGRO druzstva
Dolni Bukovsko — chov Dolni Bukovsko a chov Popovice byly v rdmci pravidelnych
kontrol ziskany vzorky mléka v obdobi od ¢ervna 2008 do Unora 2011, u kterych
byly sledovany ukazatele PSB a CPM.

PFi sledovani PSB a CPM byly primérné hodnoty zaznamenany vyssi u chovu
Dolni Bukovsko nez u chovu Popovice. AvSak primeérné hodnoty u obou chovl
odpovidaji hodnotam pravnich predpisti Evropské unie i Ceské republiky.

| kdyz primérné hodnoty CPM neprekroCily stanovené limity, v obou chovech
presahuji limit pro zdravé stado PSB < 200 tis./ml, coZz ukazuje na mozny vyskyt
subklinickych mastitid a s tim pojené zna¢né ekonomické ztraty ve vyrobé mléka.
Na tuto problematiky by se méla soustfedit pozornost vyrobcu, jelikoz z vysledkd

vyplyvd, Ze zdravotni stav dojnic neni v pofadku.

Pro zvySeni kvality produkovaného miéka ve sledovan  ych chovech navrhuiji

nésledujici opat Feni:

- zlep3eni hygieny dojeni : zavedeni predippingu, pfi toaleté mlécné
Zlazy pouzivat jednoradzové utérky pro dezinfekci strukd pred
dojenim a snizit v zimnim obdobi prasnost,

- zlepSeni zoohygienickych podminek : €iSténi dojnic, Cistota staje,

- prevence mastitid : v€asna léCba klinickych mastitid, provadét
vySetfeni na plvodce mastitid,

- individualita - vyfazeni dojnice na zakladné vysledkd kontroly

uzitkovosti
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pfipadné zména technologie ustajeni : volné boxové stelivové
ustdjeni a dojeni v dojirné namisto vaznych stelivovych ustéjeni

a dojeni na stani do potrubi.
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6 SUMMARY

The aim of my thesis was to analyze the quality parameters of raw bulk milk with
a focus on hygienic and microbiological quality. For this purpose we choose two
markers: somatic cell count (SCC) and total bacterial count (TBC). Data were
obtained from two dairy farms Dolni Bukovsko and Popovice for the period from
June 2008 to February 2011. For statistical evaluation was used MS Excel and
Statistics 6.0.

SCC and the average TBC values were recorded at higher density in Dolni
Bukovsko. However, the averages for these two breeds are consistent with the
legislation of the European Union and the Czech Republic (both TBC (<100,000/ml)
and SCC (<400,000/ml)).

Even though the average TBC value exceeded the limit of the breeding herd
health PSB < 200 thousand / ml, indicating the possible presence of subclinical

mastitis and bonded with the considerable economic losses in milk production.

Key words : bulk milk, hygienic and microbiological quality, total bacterial count,

somatic cell count
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BM
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PTM
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TPS
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bod mrznuti

koliformni bakterie

celkovy pocet mikroorganisma
Cistd mlé¢né kultura
Ceskomoravské spoleénost chovatelt
Ceska republika

Ceska statni norma

Evropska unie

kontrola uzitkovosti

pocet somatickych bunék
psycrhotrofni organismy
rezidua inhibi¢nich latek
somatické bunky

sporotvorné anaerobni bakterie
tuk

tukoprostéa susina

termorezistentni mikroorganismy
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10 PRILOHY

1) Data, ze kterych jsou zpracované statistické vysledky

Chov Dolni Bukovsko

Chov Popovice

Rok M ésic CPM SPB Rok Mesic CPM SPB
2008 6 36 436 2008 6 10 306
2008 6 11 450 2008 6 8 144
2008 6 22 262 2008 6 8 190
2008 6 312 2008 6 307
2008 6 229 2008 6 224
2008 7 17 330 2008 7 8 374
2008 7 39 250 2008 7 8 203
2008 7 6 388 2008 7 6 425
2008 7 442 2008 7 247
2008 7 286 2008 7 274
2008 8 8 338 2008 8 8 320
2008 8 8 287 2008 8 7 168
2008 8 17 609 2008 8 8 229
2008 8 280 2008 8 324
2008 8 348 2008 8 363
2008 9 16 451 2008 9 8 315
2008 9 11 311 2008 9 7 528
2008 9 7 364 2008 9 8 399
2008 9 354 2008 9 267
2008 9 496 2008 9 270
2008 10 8 246 2008 10 8 273
2008 10 11 284 2008 10 9 396
2008 10 12 341 2008 10 10 249
2008 10 441 2008 10 363
2008 10 448 2008 10 344
2008 11 12 319 2008 11 9 343
2008 11 35 446 2008 11 7 380
2008 11 10 392 2008 11 29 262
2008 11 315 2008 11 407
2008 11 383 2008 11 221
2008 12 15 332 2008 12 16 285
2008 12 30 334 2008 12 14 252
2008 12 14 330 2008 12 9 333
2008 12 383 2008 12 212
2008 12 408 2008 12 306
2009 1 11 692 2009 1 7 284
2009 1 9 298 2009 1 8 234
2009 1 7 211 2009 1 7 246
2009 1 272 2009 1 265
2009 1 185 2009 1 307
2009 2 10 288 2009 2 8 290
2009 2 8 279 2009 2 12 301
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2009 2 10 376 2009 2 10 308
2009 2 327 2009 2 344
2009 2 310 2009 3 8 228
2009 3 6 240 2009 3 7 284
2009 3 6 278 2009 3 8 242
2009 3 220 2009 3 264
2009 3 344 2009 3 262
2009 4 65 299 2009 4 8 299
2009 4 13 269 2009 4 55 292
2009 5 15 264 2009 4 260
2009 5 9 476 2009 5 9 383
2009 5 29 305 2009 5 7 272
2009 5 11 2009 5 41 354
2009 6 8 365 2009 5 13

2009 6 11 383 2009 6 15 547
2009 6 9 312 2009 6 12 354
2009 6 353 2009 6 11 473
2009 6 235 2009 6 199
2009 7 11 533 2009 7 11 259
2009 7 13 248 2009 7 10 495
2009 7 585 2009 7 416
2009 7 319 2009 7 238
2009 8 17 275 2009 7 263
2009 8 11 389 2009 8 485 299
2009 8 10 512 2009 8 11 399
2009 8 451 2009 8 16 477
2009 8 171 2009 8 447
2009 9 9 291 2009 8 88
2009 9 6 686 2009 9 14 329
2009 9 223 2009 9 7 450
2009 9 291 2009 9 315
2009 9 376 2009 9 215
2009 10 11 348 2009 9 309
2009 10 6 393 2009 9 383
2009 10 13 180 2009 10 6 387
2009 10 11 2009 10 6 358
2009 10 13 2009 10 28

2009 10 7 2009 10 7

2009 11 7 314 2009 10 8

2009 11 8 340 2009 10 78

2009 11 339 2009 11 16 334
2009 12 7 355 2009 11 8 468
2009 12 7 371 2009 12 8 319
2009 12 9 556 2009 12 8 246
2009 12 348 2009 12 8 210
2010 1 19 257 2009 12 382
2010 1 17 326 2009 12 183
2010 1 8 248 2010 1 8 272
2010 1 290 2010 1 17 375

-51 -



2010 1 441 2010 1 7 215
2010 2 6 317 2010 1 318
2010 2 6 354 2010 2 16 387
2010 2 6 275 2010 2 7 241
2010 2 330 2010 2 8 286
2010 3 11 282 2010 2 800
2010 3 8 2010 3 7 282
2010 4 11 193 2010 3 35 223
2010 4 23 344 2010 3 7 236
2010 4 19 2010 3 261
2010 5 13 229 2010 4 12 476
2010 5 32 273 2010 4 16 515
2010 5 251 2010 4 15
2010 5 264 2010 5 30 475
2010 6 16 300 2010 5 13 361
2010 6 28 260 2010 5 318
2010 6 46 213 2010 5 393
2010 7 31 232 2010 6 8 408
2010 7 13 300 2010 6 28 320
2010 7 379 2010 6 11 271
2010 8 11 244 2010 7 12 400
2010 8 13 409 2010 7 16 375
2010 8 158 331 2010 7 497
2010 8 298 2010 8 11 231
2010 9 24 384 2010 8 29 242
2010 9 11 275 2010 8 13 508
2010 9 10 337 2010 8 654
2010 9 262 2010 9 15 470
2010 10 15 285 2010 9 12 383
2010 10 28 284 2010 9 8 325
2010 10 612 2010 9 398
2010 11 49 473 2010 10 10 606
2010 11 7 209 2010 10 12 280
2010 11 338 2010 10 306
2010 12 15 285 2010 11 22 376
2010 12 13 547 2010 11 10 237
2010 12 271 2010 11 328
2010 12 270 2010 12 14 374
2011 1 17 310 2010 12 11 364
2011 1 84 310 2010 12 248
2011 1 17 271 2010 12 338
2011 1 328 2011 1 13 346
2011 2 6 631 2011 1 39 354
2011 2 13 241 2011 1 16 480
2011 2 13 417 2011 1 397
2011 2 320 2011 2 8 397
2011 2 10 272
2011 2 8 208
2011 2 442

-52 -



-B3 -



