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Mikrobiologicka kvalita syrového kravského mléka na

¢eském trhu

Souhrn

Tato prace se zabyvala mikrobiologickou kvalitou syrového mléka distribuovaného ke
konzumentim pomoci piimého prodeje z farmy a prodejem z mléénych automati. Béhem
letniho obdobi roku 2017 bylo v prubéhu 4 mésicti v pravidelnych intervalech provedeno 10
odbért syrového mléka z piimého prodeje z 2 farem a z 2 mlé¢nych automatd.

U vsech vzorkli byla provedena stanoveni poctu enterokokl, koliformnich bakterii,
celkového poctu mikroorganismi a sporotvornych bakterii.

Norma CSN 57 0529 udavala limit pro obsah enterokokii a koliformnich bakterii 103
KTJ/ml. Pfi rozborech mléka z mléénych automati bylo pii stanoveni poctu enterokokil
dosazeno hodnot do max. 2,92 x 10? KTJ/ml, u mléka z farmy z ptimého prodeje byl nejvyssi
polet enterokokil zaznamenan 3,72 x 10* KTJ/ml. Vysledné pocty mikroorganismil splnily
puvodni normu.

Pocet koliformnich bakterii byl v mléce z automatii nalezen vV maximalni hodnoté
8,95 x 10° KTJ/ml, pouze u farmy v 1 odb&ru prekrogil limit piivodni normu.

U stanoveni celkového poctu mikroorganismli oba zplsoby prodeje mléka splnily
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢&. 853/2004 ve stanoveném limitu 10° KTJ/ml.
Maximalni hodnota byla zjisténa 2,61 x 10* KTJ/ml.

Obsah sporotvornych bakterii splnil normu CSN 57 0529, ktera pozadovala negativni
sporotvorné anaerobni bakterie v 0,1 ml mléka, kromé jednoho odbéru.

Mezi mlékem z mléénych automati a zfarem z pifimého prodeje nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil, mléka z automati byla o néco mikrobiologicky kvalitngj$i, nez
mléka zfarem. Celkové vzorky splitovaly normu CSN 57 0529 a Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 Sb. Syrové mléko je mikrobiologicky nezavadné.

Kli¢ova slova: mikrobiologickd kvalita, mléény automat, pfimy prodej, syrové mléko



Microbiological quality of raw cow’s milk on czech market

Summary

This thesis aimed to analyze microbiological quality of raw milk distributed
to consumers with first-hand sale from farms and milk machines. Total of ten raw milk
samples were collected over four months during the summer of 2017 in periodic intervals.
The samples were collected from two farms and two milk machines.

The total quantity of enterococcus, coliform bacteria, total bacteria count
and spore-forming bacteria was measured in all those samples.

The czech norm CSN 57 0529 set limit for maximal content of enterococcus
and coliform bacteria to 10° CFU/ml. Analysis of the raw milk from milk machines showed
that maximum amount of enterococcus was max. 2,92 x 10?2 CFU/ml. Raw milk from farms
had max. 3,72 x 10 CFU/ml. The results comply with the original norm.

The amount of coliform bacteria from the raw milk from milk machines was 8,95 x 10°
CFU/ml. Only one sample from a farm exceeded the limit from the original norm.

In terms of total bacteria count, both ways of distributing raw milk fulfilled
the Regulation (EC) No 853/2004 of the European Parliament and of the Council, in the set
limit 10° CFU/mI. Maximal measured amount of microorganisms was 2,61 x 10* CFU/m.

In terms of spore-forming bacteria, the norm CSN 57 0529 was fulfilled in all but one
samples. The norm require negative anaerobic spore-forming bacteria in 0,1 ml of raw milk.

There was no statistically significant difference between farm milk and milk from milk
machines. Milk from milk machines was slightly better in terms of microbiological quality
than farm milk. All samples taken fulfilled both norm CSN 57 0529 and the Regulation (EC)
No 853/2004 of the European Parliament and of the Council. Raw milk is microbiologically

safe.

Keywords: first-hand sale, microbiological quality, milk machine, raw milk
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1 Uvod

V dnesni dob¢ stale narlista poptavka spotiebiteli po kvalitnich potravinach. Zvysuje se
také obliba syrového mléka a tim i jeho spotieba. Lidé jsou ochotni si pfiplatit za mléko
z mlé¢ného automatu nebo z ptimého prodeje z farmy. Diivodem mohou byt lepsi senzorické
vlastnosti a prakticky zddné priimyslové zpracovani. Syrové mléko ma vsak zvysené riziko,
ze miize obsahovat patogenni mikroorganismy, které¢ se podileji na kazeni mléka. Je proto
nutné dodrzovat limity pro obsah mikroorganismil stanoven¢ legislativou.

V roce 2003 prvovyrobei mléka v CR zahajili tzv. pfimy prodej ze dvora a o n&kolik let
pozdéji, v roce 2009, se zacaly stale Castéji objevovat i mlé¢né automaty na prodej syrového
mléka. Jde o rozSifeni distribuce, které je vyhodné pro koncového zakaznika napi. z ditvodu
zachovani veétsi Cerstvosti produktu. Toto mléko je nutné pied konzumaci prevarit nebo jinak

tepelné upravit.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace méla za cil porovnat mikrobiologickou kvalitu syrového kravského mléka
odebiraného z vybranych mléénych automati a z piimého prodeje ze soukromych
zemedelskych farem.

Soucasné bylo cilem potvrdit hypotézu, ze mléko spliovalo pozadavky stanovené
legislativou a bylo mikrobiologicky nezavadné.

V neposledni fadé tato prace mohla upozornit na piipadné rozdily v hodnotach

mikrobiologické kvality mléka jak z mléénych automati, tak z farem.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiota syrového kravského mléka

Mléko je bohatym zdrojem raznych mikroorganismii uz po nadojeni. Pocéatecni
mikrobiota pfimo ovliviluje mikrobidlni zneciSténi béhem produkce, dojeni a také
manipulace. Uz kdyz je mléko nadojeno a opousti farmu, zacina jej siln¢ ovliviiovat teplota
skladovani a ¢as, ktery uplynul od nadojeni. Pokud je mléko uchovavano pii 4 °C, tak takto
nizka teplota za normalnich podminek zbrzdi dal$i pomnozovani mikroorganismi alesponl na

24 hodin (Heller 2004).

3.1.1 Pi¥irozené mikroorganismy v mléce

Mléko obsahuje at’ uz prirozené¢ se vyskytujici pozitivni bakterie mlécného kvaseni,

nebo patogenni mikroorganismy, do kterych fadime koliformni bakterie a enterokoky.

3.1.1.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Na Obrazku 1 jsou znazornéné bakterie mlééného kvaseni (BMK), které jsou anaerobni,
grampozitivni, nesporulujici, mezofilni, ptipadné termofilni bakterie. Nachéazeji se zeyména ve
stievech a zaZivacim traktu, ale zaroven se vyskytuji v ovoci, mase, viné, zelenin¢ (naptiklad
vzeli) a vneposledni fadé v mléce. JSOU mezi nimi zdstupci patogeni 1 zastupci
s antimikrobialnimi G¢inky (bakteriociny). Snasi velmi dobte pH v urovni kyselosti 3,8.

Bakterie mlécného kvasSeni ziskaly sviij ndzev podle schopnosti vytvaret kyselinu
mlécnou. Heterofermentativni bakterie pfeménuji laktozu na jeste dalsi latky, jako je ethanol,
kyselina mlécnda, kyselina octova, kyselina mraven¢i a oxid uhli¢ity. Homofermentativni
bakterie zkvasuji laktézu pouze na kyselinu mlécnou (Forsythe 2010).

Pivod téchto bakterii v kravském mléce je budto z trav primarnim zpusobem, nebo
sekundarnim zplisobem z prostiedi manipulace mléka. Jestlize je mléko dojeno za aseptickych
podminek, miize obsahovat velmi malé mnozstvi bakterii mlééného kvaSeni a ty se ani pfi
vhodné teploté¢ pro rast nepomnozi. V této situaci by v mléce pievazovaly sporotvorné

bakterie a enterokoky, které jsou odolné vuéi aseptickym latkam (Gorner & Valik 2004).



BMK se pro svou schopnost fermentovat pouzivaji jako probiotika, coz jsou latky
vyrovnavajici mikrobidlni dysbalanci v zazivani. Aby mély znatelny ucinek, je nutné
zkonzumovat jich mnoZstvi v fddech miliard. Pouze nékteré kmeny jsou probiotické a jsou
velmi citlivé na teplotu, pfi ochlazeni na chladirenskou teplotu je jejich riist zastaven

(Tamime 2009).

Obrazek 1: Bakterie mlééného kvaSeni

Zdroj: https://journal.institut-isi.si/wp-content/uploads/2012/12/probiotic.jpg

3.1.2 Patogenni mikroorganismy v mléce

Mezi hlavni patogeny mléka patii mnoho rodd bakterii, avSak Escherichia coli

a enterokoky patii k tém vyznamnéjSim. Jsou to indikatory fekéalniho zneciSténi a tvofi

wewr

1999).

3.1.2.1 Escherichia coli

Patogenni bakterie Escherichia coli (E. coli), zobrazena na Obrazku 2, je nesporuluyjici,
gramnegativni a fakultativné anaerobni bakterie pochazejici z ¢eledi Enterobacteriaceae.
NejvyznamnéjSich 5 rodi se 1i8i navzdjem v pribchu nemoci, rozsahu virulence a v dobé
inkubace.

Enterotoxigenni E. coli (ETEC) nejsou invazivni, toxiny jsou termolabilni
| termostabilni. Zptusobuji prajmy jako pfi nakazeni cholerou, ale mén¢ zavazné.

Enteropatogenni E. coli (EPEC) tvoii shluky bunék, které nahrazuji hostitelské. Toxiny

nejsou zcela jasné, ale zptisobuji prijmy u déti a zvraceni.
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Enteroinvazivni E. coli (EIEC) napada bunky stieva a pfichycuje se k sousednim
2010).

Enterohemoragicka E. coli (EHEC) je invazivni. Ptiléha tésn¢ a nahrazuje hostitelské
buiiky. Produkuje verotoxin a shigatoxin. Zpusobuje tézké krvavé prijmy, hemoragickou
koliku a mize se vyvinout v hemolyticko-uremicky syndrom, ktery ma ptiznaky jako jsou
onemocnéni ledvin, kiece, koma, porucha funkce jater a perforace stieva (Weeks & Alcamo
2007).

Enteroagregativni E. coli (EAggEC) tvofi shluky, ale nepronikd bunkami. Tvoii
termostabilni toxin, také hemolysin a verotoxin. ZpUsobuje prijmy a nckteré kmeny byly

detekovany jako pfi¢ina hemolyticko-uremického syndromu (Forsythe 2010).

Nékteré sérotypy enteropatogenni Escherichia coli, obzvlast O157:H7, zptsobuji uréité
travici nemoci u lidi, které mohou vést az ke krvavému prijmu a hemolyticko-uremickému
syndromu a jsou zodpovédné za 400 000 infekci a 250 piipadt smrti rocné. Escherichia coli
O157:H7 méa neobvykle nizkou infekéni davku kolem 10 buné¢k a ma potencialni virulenci
v kombinaci se schopnosti napadnout stfevni mukozu. Infekce zptisobené Escherichia coli
jsou obvykle vysledkem konzumace nevhodné ptipravovanych a kontaminovanych jidel.

Za hlavni zdroj Escherichia coli O157:H7 je povazovan skot. Bakterie se mnozi
zejména v tlustém stfeve a jsou nachdzeny ve vykalech, kde se mohou bakterie rozmnoZzovat

i nékolik mésict (Marth & Steele 2001).

Obrazek 2: Escherichia coli

Zdroj:http://footage.framepool.com/shotimg/qf/605832188-food-poisoning-escherichia-coli-
bacteriology-nano-world.jpg
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3.1.2.2 Enterokoky

Entorokoky (Enterococcus) je rod bakterii mlééného kvaSeni pochazejici z Celedi
Enterobacteriaceae. Patii mezi grampozitivni koky vyskytujici se V parech ¢i kratkych
fetézcich, jak lze vidét na Obrazku 3. Jsou fakultativné anaerobni, vzhledové podobni
streptokoktim, rezistentni vi¢i vysokému pH a koaguluji mléko. Nachdzeji se ve stfevnim
traktu lidi 1 zvifat. Dva nejvyznamnéjsi zastupci se liSi biochemickymi vlastnostmi

— Enterococcus faecalis, ktery tvoii 90 % vyskytl, je citlivy na ampicilin, Enterococccus

faecium snizkym vyskytem kolem 10 %, fermentuje arabinézu a je rezistentni vaci

ampicilinu (Fischetti et al. 2006).

Obrazek 3: Enterococcus sp.
Zdroj: https://www.publichealthontario.ca/en/BrowseByTopic/InfectiousDiseases/Publishingl

mages/VRE.png
3.1.3 Sporotvorné bakterie

Spora bakterii vznikd pfi nepifiznivych podminkéch vnéjsiho prostiedi. Bakterie je
vytvareji na konci exponencialni riistové faze, protoZe jsou naro¢né na ziviny v kultivaénim
médiu. JelikoZ se spory nachédzeji uvniti bun¢k bakterii, jsou nazyvany endosporami. Proces
vytvareni spor se nazyva sporulace nebo také sporogeneze a vyzaduje pritomnost kationtli pro
aktivaci protedz a peptidaz, protoze tyto dva enzymy rozkladaji bilkoviny uvnitt buiky
Vv procesu sporulace. Je také zapotiebi pfitomnosti iontli vapniku, které zajiStuji
termorezistenci.

Stavba spory je znazornéna na Obrazku 4. Obal spor je tvoien z vnéjsi strany dovnitt
nckolika vrstvami. Na povrchu se nachazi exosporium, plast a vnéj$i membrana, pod ni

kortex, sporova sténa, vnitini membrana a jadro spory (Klaban 1999).

12
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Obrazek 4: Stavba bakterialni spory

Zdroj: https://micro.cornell.edu/sites/micro.cornell.edu/files/shared/images/endospore.jpg

Mezi nejvyznamngjsi rody patii Bacillus sp. a Clostridium sp. Spory téchto bakterii jsou
Skodlivé v domécnosti i potravinaistvi. Spory jsou termorezistentni a odolavaji vysokym
teplotam, naptiklad pfi sterilizaci konzerv (Klaban 1999).

Vétsina patogentt v mléce je zniCena pasteraci, s vyjimkou Clostridium perfringens
a Bacillus cereus, které mohou pfezit pasteraci z divodu jejich schopnosti sporulovat.
Ve vétsiné pripadi nemoci zptisobené Bacillus cereus nastavaji po konzumaci vatené ryze

Castéji, neZ po konzumaci mléka (Heller 2004).

3.1.3.1 Bacillus sp.

Rod Bacillus sp. jsou grampozitivni, aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie
s buikami ve tvaru ty¢inek a tvofici endospory, jak lze vidét na Obrazku 5. Vyskytuji se
hlavné v ptidé a ve vodg, jejich spory se §ifi 1 do vzduchu. Rozkladaji rizné organické zbytky
rostlin a zivo¢ichl. Nékteré druhy produkuji antibiotika, naptiklad bacitracin. Bacillus cereus
je patogenem V potravinaistvi, nebot’ zpusobuje otravy po konzumaci kontaminovanych
potravin. Otrava nastdvd pifi poziti od sta tisic aZz do jednoho miliénu jedinct
v kontaminované potravingé. V konzervarenském primyslu je vyznamnym patogenem
Bacillus stearothermophilus zpisobujici plynuprosté kysnuti nekyselych konzerv (Klaban

1999).
13



Sporotvorné kontaminanty mléka zahrnuji Bacillus cereus, Bacillus sporothermodurans
a Bacillus stearothermophilus Bacillus cereus je hlavnim znehodnocujicim mikroorganismem
pasterovaného mléka a mléénych produkti pfi chladirenskych teplotach. Tato bakterie mize
byt rovnéz diivodem k obavam o bezpecnost potravin z ditvodu produkce riznych typi toxina
a tim je potencialnim pivodcem otrav z potravin (Quigley et al. 2013). Nemoci, které
zpusobuje Bacillus cereus, casto ale nesouviseji skonzumaci kontaminovaného
pasterizovaného mléka, protoze rust Bacillus cereus vede vétSinou ke ztraté chuti, rozkladu
tukt a bilkovin a nezadoucimu vzhledu (Marth & Steele 2001).

V roce 2010 bylo v Evropské unii ze vSech testovanych vzorkii mléka 3,8 % pozitivnich

na pritomnost toxinu z rodu Bacillus (EFSA 2012).

Obrazek 5: Bacillus sp.
Zdroj: https://wickhamlabs.co.uk/wp-content/uploads/2018/03/Bacillus.jpg

3.1.3.2 Clostridium sp.

Clostridium sp. jsou grampozitivni ty€inky (viz Obrazek 6) rostouci pii teploté
20 — 40 °C. Jsou pievazn¢ anaerobni a je pro n¢ typicka tvorba spor. Klostridia jsou soucasti
sttevniho traktu lidi a zvifat, také se nachdzeji v povrchovych a odpadnich vodach a v ptade¢.
Nékteré druhy tvofi toxiny zpiisobujici botulismus a tetanus, které jsou charakterové
neurotoxiny, zatimco jiné druhy plynovou gangrénu a stfevni infekce zapfi¢inéné cytotoxiny
(Klaban 1999).

Pokud existuje moZnost pfitomnosti termofilnich bakterii, je nezbytné také myslet na
pfitomnost sporotvornych bakterii. Tyto bakterie se mohou do mléka dostat ze silaze, pudy
nebo podestylky a prokazatelné jsou odolné vic¢i pasterizaci. Sporotvorné bakterie jako

14



Clostridium sporogenes, Clostridium butyricum a Clostridium tyrobutyricum maji schopnost
prezit a rast pfi chladirenskych teplotach a mohou vyuzivat bilkoviny, sacharidy a laktat
z mléka (Quigley et al. 2013).

C. sporogenes nepatii mezi druhy s tvorbou jedovatého toxinu. Vyskytuje se Casto
Vv travicim traktu lidi i zvifat a ucastni se i riznych hnilobnych procest v piirod¢. Je striktné
anaerobni a jeho nazev pochazi od snadné schopnosti sporulovat. C. butyricum se negativné
projevuje piedev§im v konzervarenském pramyslu, kde zpusobuje kazeni konzerv (Klaban
1999).

Klostridia byvaji identifikovana v mléce velmi ¢asto a mohou zplisobovat pozdni dufeni
syri. Tento negativni projev je zejména spojovan s C. tyrobutyricum a vede ke ztraté chuti
a defektim ve struktufe syrt (Quigley et al. 2013).

Clostridium perfringens se vyskytuje ve tvaru velkych, nepohyblivych ty¢inek, které
jsou grampozitivni a aerotolerantni, viz Obrazek 6. Vyskytuje se ubikvitarn€é. Hlavnim
toxinem zpusobujicim hemolyzu je alfa-toxin, vlastnostmi bilkovina s enzymem fosfolipazou.
Pokud se v infikované potraviné¢ nachazi 1 — 10 miliénd bakterii na gram potraviny,
po konzumaci muze dojit k alimentarni intoxikaci. Bakterie ve stfevnim traktu zacnou
sporulovat a zaroven tvoii enterotoxin zpusobujici prijmy, kieCe zaludku, kdy postizeny
vétSinou nezvraci. Pfiznaky mohou nastat za 8 — 24 hodin po konzumaci zavadné potraviny,
ale tento stav netrva dlouho, do 24 hodin potize odezni (Klaban 1999).

Ptestoze dneSni doba mad moderni vybaveni a umoziuje velmi dobré podminky pro
skladovani mléka, mize zde stale existovat Sance, ze C. perfringens se bude v mléce

rozmnozovat z divodu velké odolnosti jeho spor (Heller 2004).

Obrazek 6: Clostridium sp.
Zdroj: https://wickhamlabs.co.uk/wpcontent/uploads/2017/12/Clostridiumsppel51246744875

Lipg
15



3.2 Kontaminace mléka

Syrové kravské mléko je bohaté na ziviny a se svym neutrdlnim pH poskytuje vhodné
podminky pro rist mnoha bakterii, prospésnych i nezddoucich. Mikrobiota syrového mléka se
sklada z mikroorganismii, které se do mléka dostaly rekontaminaci a mohou pochazet
Z podestylky, kravina, krmiva, povrchu strukii a Spi¢ek ndastroji mlékaiského vybaveni.
Z toho divodu zde mlizeme nalézt Sirokou Skalu mikroorganismd, od bakterii az po plisné.
Obecné se objevuji ve vysokém poctu bakterie mlééného kvaseni, jako jsou Lactococcus,
Leuconostoc a Streptococcus, kromé téchto také ostatni grampozitivni bakterie, napf.
Bacillus, Microbacterium, Staphylococcus a Micrococcus. Gramnegativni bakterie z rodid
Aeromonas, Pseudomonas, Acinetobacter, stejné jako nékolik druhd bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae zahrnujici Enterobacter, Klebsiella a Hafnia, se v mléce vyskytuji Casto.
V neposledni fadé sem patii také kvasinky z rodt Kluyveromyces, Pichia a Candida (Neubeck
von et al. 2015).

Priciny kontaminace mohou byt rozmanité. Stupenn kontaminace mléka ovliviiuje
hygiena a zdravotni stav dojnice, dale hygiena staji a dojiren, hygiena a technologie dojeni
a také hygiena obsluhujiciho persondlu. Vliv mé také zpiisob i vcasné odklizeni chlévské
mrvy, zpusob ziskavani a oSetfovani syrového mléka a kvalita vody (Cempirkova 2004).

Kontaminaci lze rozdélit na primarni a sekundarni. Ve vétSiné piipadd se jedna
0 kontaminaci sekundarni, jenz pochazi z vnéjSiho prostiedi, vice nez o kontaminaci primarni

ze zdroje mléc¢né Zlazy (Nero & de Carvalho 2018).
3.2.1 Primarni kontaminace

Primarni kontaminace mléka pted dojenim muze byt zpiisobena rozsitenim bakterii bud’
strukovym kandlkem, nebo z krevniho obéhu. Mikroorganismy z krve neprostupuji do mléka
Casto zdivodu fagocytl, které =zabranuji pronikani kontaminujicich mikroorganismut
z vn¢jSiho prostedi do krve a nasledné do mléka. Velmi Casto pronikaji mikroorganismy do
mléka strukovym kanalkem. Obsah mikroorganismii ve vemeni dojnic neni vysoky, dosahuje
do 10®° KTJ/ml. Pievladajici saprofytickou mikrobiotou jsou mikrokoky, streptokoky
anejmén¢ Corynebacterium bovis. Lze nalézt riznorodou mikrobiotu ve stadé, jednotlivé
Vv ramci vemene zdravych dojnic, ale i vradmci strukll na jednom vemeni. Kontaminace
primarni nehraje velkou roli pfi ur€ovani jakosti mléka a jeho trvanlivosti, protoZe sekundarni

kontaminace hraje roli zasadné&jsi (Navratilova et al. 2012).
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3.2.2 Sekundarni kontaminace

Mikroorganismy, které zpusobuji sekundarni kontaminaci, pochdzeji z vnéjsiho
prostiedi, napiiklad pii dojeni nebo dal$i manipulaci a zpracovani mléka. Kontaminace
sekundarni mikrobiotou je pocetné vyssi a ma dualezitéjsi technologicky vyznam. Druhy
mikroorganismu a jejich celkovy pocet je zavisly na organizaci prace a dodrzovani hygieny

nejen pii dojeni v dojirné, ale také ve chlévé (Roginski et al. 2002).

Dojii Viduch
kofiformni bakterie streptokoky
Salmaonelly spp mikrokoky
Enterococcus spp. koryneformni baktesie
Stophylococcus spp. Boglus spp.
kvasinky a plisné
G Midns #iza Facces
Streptococcus spp. Escherichi colt
Micrococcus spp. Staphylococous spp.
Corynebocterium spp. Listerio spo.
Mycobacterium spp.
Salmanstia spp.

Voda
koliformni bakterie
Pseudomaonas spp.

koryneformnl bakterie

0000 — el
00
TR rdat 4 PSS
Krmive ;'?‘33_‘.; Pida Podestjika Dofici zafizeni Povrch vemene a strukd
Clostridium spp. Clestridium spp Clostridium spp.  Micrococcus spo. Micrococcus spo.
Llisteria spp. Bacilus spp. Bocillus spp. streptokoky Stophylococus spp.
Baciius spp. Pseudomanas spp.  Klebslelia spp. Bacillus spp. Enterococcws spp
bakteric miéénéheo kvadend Mycobacternium spp. koliformni bakterie Bacius spp.

kvasinky 3 plisn&

Obrazek 7: Zdroje mikrobidlni kontaminace syrového mléka

Zdroj: Roginski et al. 2002

3.2.2.1 Zdroje sekundéarni kontaminace

Mezi zdroje sekundarni kontaminace muize patfit vemeno a povrch téla dojnice, krmivo,
podestylka, nddoby na dojeni, chladici technika, Gischovné nadrZze na mléko (tanky), dojici

technika, potrubi na mléko, vykaly dojnic, voda uzitkova i pitna, vzduch a také ¢lovek.
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1) Mléc¢na zlaza a povrch vemene a strukti

Mléko nadojené piimo z mlécné zlazy zdravych dojnic byva téméf sterilni, ale malé
mnozstvi mikroorganismi se do n¢j muze dostavat bud’ krevnim ob&hem, nebo mohou
mikroorganismy prostupovat strukovym kanalkem z povrchu struki dovnitf mlééné zlazy.
Celkové je mnozstvi mikroorganismii v mlééné zlaze nizké, predev§im grampozitivni
koky — mikrokoky, stafylokoky a streptokoky, BMK, korynebakteria, dale i Pseudomonas sp.
a kvasinky. Pokud se jedna o zanét mlécné zlazy (mastitida), tak ma mléko zménéné
fyzikalné-chemické, senzorické vlastnosti a vysoky pocet somatickych bundk. Casto je zvysen
pocet patogennich bakterii, nejéastéji jsou puvodci zanétu Streptococcus agalactiae
a Staphylococcus aureus, E. coli nebo Pseudomonas aeruginosa. Patogeny obvykle pronikaji
do mlécné Zlazy kanalkem struku, ale napf. Staphylococcus aureus je schopen kolonizovat
usti struku az ne€kolik tydnt, aniz by vyvolal onemocnéni.

Na povrchu mlééné zlazy a strukti Casto byva zastoupena bézné typickd kozni
mikrobiota, navic s mikroorganismy pochazejici z podestylky, krmiva, pady a vykala.
Obvykle mize jit 0 mikroorganismy psychrotrofni, koliformni, sporotvorné
a termorezistentni, které kontaminuji mléko pti dojeni. Z patogenni mikrobioty se mohou
vyskytovat listerie, kampylobakterie a salmonely. Slozeni mikrobioty a jeji poCty kolisaji
Vv zavislosti na zptsobu ustajeni dojnic. Zakladem ziskavani mikrobidlné ¢istého mléka by
meéla byt spravna toaleta vemene pfed samotnym dojenim a oSetieni strukli po skonceni dojeni

(Roginski H et al. 2002).

2) Vzduch

Malo vyznamnym zdrojem kontaminace syrového kravského mléka je vzduch ve staji.
Stajové ovzdusi muze obsahovat nejéastéji korynebakterie, mikrokoky a spory Bacillus sp.,
ale také gramnegativni tyCinky a streptokoky. Mikrobiota v ovzdusi pochazi z podestylky,
prachu, suchych krmiv nebo sena. Zdrojem kontaminace mikroorganismy muze byt aerosol
vznikajici napfiklad pfi moceni a defekaci dojnic. K dal$i kontaminaci mléka mize dojit pii

skopnuti strukovych néstavell nebo pii ruénim dojeni (Zejdova et al. 2014).

3) Voda
Voda slouzi k Sirokému vyuziti pti produkci mléka - k omyvani vemene, napajeni zvitat
a vyplachim dojiciho zafizeni a tankli na uchovavani mléka. Jeji kvalita musi spliiovat

pozadavky na pitnou vodu a byt pravidelné kontrolovana. Rizikové mohou byt individualni
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zdroje pitné vody, zejména pokud jsou kontaminovany fekélnimi bakteriemi nebo piidnimi
saprofyty. V takovém piipadé se voda muze stat kontaminovanym zdrojem psychrotrofnich
mikroorganismu (napi. Pseudomonas sp.), koliformu, enterokokd a sporotvornych bakterii
(Bacillus sp., Clostridium sp.). Ziidka se mohou ve vodé vyskytovat i stfevni patogeny napf.
salmonely nebo E. coli (Navratilova et al. 2012).

4) Krmivo

Krmivo muze také mit zna¢ny vliv na sloZzeni mikrobioty mléka. Porosty z luk a pastvin
jsou zdrojem zadoucich BMK, proto miize byt lu¢ni seno povazovano za vhodné krmivo pro
dojnice. Na rozdil od krmné davky slozené z okopanin, nekvalitnich silazi nebo zkazeného
krmiva, které mikrobialni jakost mléka zhorSuje. Okopaniny znecisténé zeminou mohou byt
zdrojem sporulujicich bakterii, znehodnocené a nekvalitni krmivo mulze Ccasto byt
kontaminovano koliformy. Zna¢ny vliv na mikrobiotu mléka mohou mit Spatné piipravené
silaze, zejména pokud jsou znecisténé hlinou nebo nedostate¢né zfermentované, protoze
mohou obsahovat spory Clostridium sp. Je zde moznost pfenosu spor do mléka, a tak mohou
fermentované silaze mohou byt i zdrojem bakterii Listeria monocytogenes (Ball et al. 2004;
Tichéacek et al. 2007).

5) Dojici

Zvysené riziko kontaminace mléka rukama pracovniki mtize predstavovat rucni dojeni,
oproti tomu strojni dojeni pienos mikrobidlni kontaminace miize zna¢n¢ snizovat. Nelze ale
tvrdit, Ze pfi strojnim dojeni je pfenos mikroorganismi nemozny. MiiZe nastat pfi o¢iStovani
vemene a pii manipulaci s dojicim zafizenim a nadobami. Hygiena doji¢h miiZze piedstavovat
nebezpeci prenosu patogenti, pokud je na nizké urovni. Pracovnici mohou mit klinické
pfiznaky onemocnéni nebo mohou byt pienaseci. Hlavni nebezpeci pienosu piedstavuji
sttevni patogeny — Cryptosporidium sp., Campylobacter sp. nebo Salmonella sp. Hnisavé
projevy nemoci na kazi rukou mohou byt divodem kontaminace syrového mléka rodem

Staphylococcus aureus (Navratilova et al. 2012).

6) Dojici zatizeni a tanky pro uchovavani mléka
Vyznamnym zdrojem kontaminace mohou byt dojici zafizeni a ichovné tanky. Jedna se

zejména o Spatné¢ hygienicky dostupné casti, jako jsou spoje potrubi, ventily, gumové
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strukové nésady, gumové hadice, zaslepky aj. Prevazn€é gumové casti se rychle
opotfebovavaji a dochdzi u nich ke vzniku prasklin, ve kterych se usazuji srazené c¢asti
a zbytky mléka a mnozi se bakterie. Bakterie se také rychle rozmnozuji ve vlhkém prostiedi
na povrchu dojiciho zafizeni nebo ve vodé. M1ééné usazeniny z bilkovin, tukd a mineralnich
latek uvnité potrubi tvofi idealni ochrannou bariéru chranici mikrobiotu pfed sanitacnimi
prostiedky. Prudkym proudem mléka mohou byt usazeniny strhavany a tim napomahat k jeho
celkové kontaminaci mikroorganismy.

Problém mohou ptedstavovat 1 mikrobidlni biofilmy vytvorené na obtizné Cistitelnych
mistech dojiciho zatizeni. Takto mohou mléko kontaminovat zejména gramnegativni bakterie
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Enterobacter sakazakii, Klebsiella a grampozitivni
bakterie rodu Listeria monocytogenes, Bacillus cereus a stafylokoky. Spravné provedena
sanitace zahrnujici dezinfekci a mechanické Cisténi je hlavnim prosttedkem k ovlivnéni

urovné kontaminace mléka (Tichacek et al. 2007; Kunova et al. 2011).

3.3 Tepelné oSetieni mléka

Podle Vyhlasky ¢. 289/2007 Sb. muze chovatel prodavat syrové neoSetiené mléko
V tzv. ptimém prodeji. Syrové mléko z ptimého prodeje musi pochézet ze zdravého zvitete, ze
zemeédélstvi bez tuberkul6zy a brucelézy. Nesmi vykazovat znaky nakazlivého onemocnéni
pro ¢lovéka. Dale mléko musi byt ziskdno hygienickou cestou z hospodarstvi se splnénymi
pozadavky na hygienu stanovenymi zdkonem. Pfimy prodej syrového mléka musi byt
provadén oddélené mimo staje se zvifaty a oznacen viditelnym popisem upozornéni ,,Syroveé
mléko, pfed pouZitim tepeln€ opracovat nebo pasterovat™. Pokud syrové mléko neni prodano
do 2 hodin po nadojeni, musi se zchladit na teplotu 8 °C a zchlazené je mozné prodavat do
24 hodin po nadojeni, nebo musi byt zchlazeno na 6 °C a zchlazené prodavano do 48 hodin po
nadojeni (MZe 2007).

Mléko urcené ke konzumaci musi vzdy byt tepelné oSetfeno pro dodrZeni zdravotni
nezéavadnosti. Prodej mléka ze dvora pravidelné kontroluje Statni veterinarni sprava. Existuje
nékolik zpusobli oSetfovani mléka a pouzitim riznych teplot se dosahuje odlisné délky
trvanlivosti, senzorickych a chemickych vlastnosti (Gajdasek 2003).

Obecné u potravin metody branici mikrobidlnimu riistu zahrnuji chlazeni a zmrazeni,
snizeni aktivity vody, okyseleni, pfidani konzervacnich latek, pfidani nebo odstranéni plynii
(kysliku nebo oxidu uhli¢it¢ho). Ptfimou inaktivaci lze provést také beéhem blanSirovani,

vafeni, smazeni, ale u mléka zejména pomoci pasterace a sterilizace.
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Baleni, hygienické zpracovani a skladovani jsou obvyklé pfistupy, jak zabranit opakované
kontaminaci. Nicméné, z mnoha technik pouzivanych k ochrané potravin, pouze sterilizace
a pasterizace zajistuje vyraznou eliminaci nebo redukci nejodolInéjsich patogent.

Tradi¢n¢ potravinarsky prumysl pouziva termalni technologie ke sterilizaci a pasteraci
potravin. V dne$nim industrializovaném svété je dostatecna nabidka potravin a podminky
spotiebitele se staly zdsadnimi, a proto systémy vyroby potravin jiz nejsou fizeny nabidkou,
ale poptavkou. Vysledkem modernich pozadavkd spotiebiteld jsou potraviny cerstvéjsi,
ptirodni nebo minimalné zpracované, a proto stale vznikaji a Siroce se vyvijeji nové fyzikalni
metody bez vyuziti ptisad. Pro uspokojeni téchto pozadavki byly upraveny podminky také

pro tradi¢ni techniky tepelné konzervace veetné pasterace a sterilizace (Sun 2012).
3.3.1 Pasterace

Pasterace je proces zahtati mléka na teplotu pod 100 °C. Podle Smérnice Rady
92/46/EHS pasterované mléko musi byt oSetieno kratkodobé vysokou teplotou, min. 71,7 °C
alesponl 15 sekund, nebo musi byt pouzita metoda vyvolavajici stejny uéinek. Rovnéz musi
spliiovat negativni fosfatdzovy test a pozitivni peroxiddazovy test (Rada evropskych
spolecenstvi 1992).

Pti pasteraci mléka se pouzivaji nejcastéji tii typy zahfevu. RozliSuje se pasterace
dlouhodob4, Setrna a vysoka. Dlouhodoba pasterace probiha pii teploté 63 — 65 °C po dobu
20 — 30 minut, Setrna pii teploté¢ 71 — 74 °C po dobu 20 — 30 sekund a vysoka pasterace trva
nékolik sekund pfi 85 °C.

Pfi nékterém zpracovani, napt. pro vyrobu Cerstvych syri, se mléko oSetiuje termizaci,
coz je Setrnéj$i forma pasterace (zdhfev na 15 sekund pfi teploté 57 — 68 °C), po které mléko
jeste stale vykazuje pozitivni fosfatazovy test, a tedy tento proces tepelné Uipravy nestaci pro
tcely prodeje (Sustova & Sykora 2013).

Amylasa je inaktivovana dlouhodobou pasteraci mléka pfi teploté€ 63 — 65 °C za 20 — 30
minut. Muze byt vyuzita ke kontrole ucinnosti dlouhodobé pasterace. Aktivita enzymu
se pouziva ke stanoveni prikazu mleziva nebo mléka od dojnic s mastitidou.

Jak jiz bylo feceno, aktivita alkalické fosfatazy (ALP) se vyuziva k hodnoceni ucinnosti
dlouhodobé ¢i Setrné pasterace mléka, protoze ALP je vice odolnd vii¢i zahfevu ve srovnani
s podminkami teploty a doby pasterace, které je nutné dodrzet, aby doslo k usmrceni bakterii
Mycobacterium tuberculosis. Alkalicka fosfataza nevydrzi 30 minut zahifevu na teplotu
63 — 65 °C nebo teplotu 72 — 74 °C po dobu 30 az 90 sekund.
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Pro ovéfeni spravnosti provedeni vysoké pasterace se vyuzivd stanoveni aktivity
laktoperoxiddzy. Laktoperoxidadza je jeden z tepelné nejstabilnéjSich enzymi v mléce, je vice
rezistentni vaci zahfevu nez alkalicka fosfatdza. Pii zahfevu mléka na 75 °C se inaktivuje po
30 minutach a pti zdhievu na 80 °C po 30 sekundach (Navratilova et al. 2012).

Mléko bylo jednim z prvnich produktt, které byly pasterovany v Sirokém méfitku.
Pojem ,,pasterace byl definovan jako proces mirného tepelného zpracovani, ktery vyznamné
snizuje nebo zabiji pocet patogennich mikroorganismi a mikroorganismi zpusobujicich
kazeni. Definice tradi¢niho procesu pasterace spoléhala pouze na tepelné zpracovani a byla
dosazena vystavenim potravin teploté po urcitou dobu.

Na rozdil od sterilizace, po pasteraci neni potravina prostad vsech mikroorganismd,
protoze toto tepelné zpracovani neni natolik silné, aby usmrtilo spory odolné vici teplu, které
mohou tento proces piezit a byt pfitomny. Proto je na misté provést dalsi formy konzervace,
jako je chlazeni (napf. mléko), modifikace atmosféry (napf. vakuové baleni), ptidani
antimikrobialnich konzervacnich latek (napf. chloridu sodného, dusitanu sodného, kyseliny
askorbové, kyseliny sorbové, oxidu sifi¢itého atd.) nebo kombinace uvedenych technik pro

stabilizaci produktu béhem distribuce (Harding 1995; Sun 2012).
3.3.2 Sterilizace

Sterilizované mléko je mléko oSetfené teplotou nad 100 °C. Mléko UHT (Ultra High
Temperature) musi byt ziskdno metodou kontinudlniho proudu kratkodobé vysoké teploty,
min. 135 °C po dobu alespoit 1 sekundy. Timto oSetfenim se zni¢i vSechny hnilobné
mikroorganismy a jejich spory. Zaroven jsou jen minimalné zménény smyslové, chemické
a fyzikalni vlastnosti (Rada evropskych spolecenstvi 1992).

Vyroba komer¢niho sterilniho potravinaiského vyrobku vzdy nevyZaduje, aby vSechny
mikroorganismy v produktu byly zni¢eny. Existuje n€kolik podminek, pfi kterych v produktu
mohou zlstavat zbyvajici mikroorganismy. Je dilezité pochopit, Ze celkovy koncept
komer¢ni sterility nerozliSuje mezi patogennimi a nepatogennimi organismy. Ocekava se,
ze proces dosaZeni sterility bude slouzit k odstranéni mikrobialni kontaminace pii bézném
skladovani a eliminuje pfipadné nebezpeCi pro spotiebitele. Dalsim dulezitym prvkem
v koncepci obchodni sterility je, ze jakmile je produkt vyroben, musi byt ulozen do obalu
vhodného pro skladovani a musi Snim byt manipulovano tak, aby se ptfedeSlo piipadné

rekontaminaci (Harding 1995; Sun 2012).
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3.4 VIiv teploty na mikrobiotu mléka

Teplota mé zasadni vyznam pro rozvoj mikrobioty V mléce. Chlazeni mléka ma pifimy
vliv na vyslednou jakost a trvanlivost mléka. Pro redukci mnozeni mikroorganismti musi byt
zchlazeno na teplotu podle normy CSN 57 0529. Psychrotrofni a psychrofilni
mikroorganismy se ale dokéazi rozmnozovat i pii chladirenskych teplotach. Z divodu zavedeni
vykonného chladiciho zatfizeni a nedodrzeni vysoké trovné sanitace pfi vyrobé mléka miize
dojit ke zménam v mikrobioté mléka, a proto tvoii psychrotrofni mikroorganismy az 75 %
z celkové kontaminace pii nehygienickém ziskdvani mléka (Navratilova et al. 2012).

NejcCastéjsim piedstavitelem psychrotrofniho mikroorganismu syrového mléka je
rod Pseudomonas, jehoz dominantnim zastupcem je druh Pseudomonas fluorescens.
Vzhledem k tomu, ze tento rod je usmrcen pasteracnim procesem, neznaci jejich ptitomnost
v syrovém mléce velké riziko. Problém nemusi nastat pii zpracovani mléka jako samotné
suroviny, ale hlavné z diivodu jejich schopnosti tvorby termostabilnich enzymi. Pasterace
dokonce mize mit vhodny vliv pro tvorbu sporotvornych bakterii rodu Bacillus, které mohou
predstavovat zdravotni nebezpeci nebo problémy pii zpracovani mléka také z divodu tvorby
lytickych enzymu. Znamym druhem, ktery roste pii nizké skladovaci teploté je Bacillus
weihensiensis (Vyletélova 2000).

Podle systému hodnoceni kravského mléka dle normy CSN 57 0529 zaloZenou na
stanoveni poc¢tu mikroorganismi, nesta¢i pouze mléko chladit, ale pfedev§im neustale
zvySovat Uroven sanitace a hygieny pifi dojicim procesu. Dal§i doprovodné kroky, jako je
filtrace mléka pfed chlazenim na spadovych nebo tlakovych filtrech, dokazi znaéné zlepSit
mikrobiologickou jakost mléka s obsahem mechanickych necistot, jako jsou necistoty
zvemene, krmiva a steliva. Filtry je zapottebi pravidelné¢ meénit dle pokynli vyrobce
(Navratilova et al. 2012).

Na chovani dojnic ma velky vliv tepelny stres. Vysokoprodukéni dojnice vyZzaduji vetsi
mnozstvi kvalitn¢j$iho krmiva, z toho vyplyva jejich intenzivni metabolismus a zvySeny
odvod tepla z téla. Kazda dojnice ma vymezené pasmo termoneutrality, které je na teplotni
ose ruzn¢ umisténé a ma i rozdilny rozsah. Optimalni teplotni zoéna vysokoprodukénich dojnic
se pohybuje mezi 8 — 16 °C. V rozsahu teploty prostfedi 18 — 32 °C se miize projevit nardst
teploty na nadoji mléka negativné. Pisobenim vysokych teplot na dojnice a na jejich ustajeni
muze byt ovlivnéna také kvalita mléka, zejména jeho mikrobiologické vlastnosti. ZvySena

teplota pisobi pokles mlécné uzitkovosti, sniZzeni tuku a zvySeni poctu somatickych bunck
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v mléce (PSB). Pficina vysokého PSB je dana zvlasté subklinickymi zanéty mlécné zlazy

(Dolejs et al. 2003; Tichacek et al. 2007).
3.5 Hygiena ziskavani mléka

Bakteriologickéd a hygienicka kvalita syrového mléka je velmi dalezita pro vyzivovou
hodnotu a zdravotni nezavadnost a ochranu zdravi lidi. ZvySené pocty bakterii mohou byt
zpusobeny Spatnou hygienou dojeni a nehygienickym zachazenim s mlékem po nadojeni,
vcetné mastitid. Kontrola hygienické kvality mléka je zasadni na vSech farméch s cilem
dodrzet hygienické standardy (Seydlova 2010).

Hygiena ziskdvani mléka slouzi k zabezpeCeni hygienické a zdravotni nezavadnosti
produkovaného mléka, které je dale oSetfovano a zpracovdvano na mlécné produkty.
Zdravotni nezavadnost syrového mléka je definovana jako mléko prosté patogent a zdravi
nebezpeénych latek v koncentracich nad povolenou normu. Hygienicka nezavadnost mléka je
urCena jako dodrzeni hodnot ukazateld zavislych na intravitalnich (béhem zivota), jako je
vyziva a zdravi dojnice, a na ukazatelich externich vlivi, kam fadime zoohygienu, stav
hygieny dojnice, hygienu dojiciho zafizeni, uroven hygieny pii dojeni a uchovavani
a oSetfovani mléka po nadojeni. Vyznamnym ukazatelem je také biologickd hodnota mléka
shrnujici faktory ptiznivé pro organismus produkujici sledovanou potravinu ¢i surovinu.
Konkrétn¢ je hygiena mléka vzdy souhrnem faktorli zavislych na ctyfech hlavnich
stanovenich — na druhu a obsahu mikroorganismi, na poctu somatickych bunck, na
pritomnosti inhibi¢nich a cizorodych latek a senzorickych znacich (smyslové znaky jakosti,
zejména aroma a chuti) (RySanek & Babak 2005).

Jednim ze zasadnich bodl pro dosazeni vysoké mikrobiologické kvality mléka je toaleta
mlécéné Zlazy. Sucha mlécna Zlaza je mensim zdrojem kontaminace nez mlécna zlaza, ktera je
relativné Cista, ale vlhka. Toaleta mlééné zlazy by méla zahrnovat pouze Eistotu zakladny
vemene a strukl vytvarejicich kontaktni plochy pfi dojeni. PouZivani jednorazovych utérek
mize zlepsit mikrobiologickou ¢istotu mléka az o 30 % (Jezkova 2008).

Nezbytnou podminkou k produkci mléka je dojeni ocisténych a suchych struki. Dojeni
mokrych strukll mize byt jednim z diivodi vysokého poctu somatickych bunék v mléce.
Dezinfekce strukii u produkénich dojnic predstavuje diilezity hygienicky krok, protoze ihned
po dojeni existuje zvySené riziko, ze patogeny vniknou do vemene strukovym kanalkem.

Na konci struku se shromazd’uji zbytky mléka, které zvysuji riziko vniknuti patogennich
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mikroorganismi. Riziko novych infekci se snizuje ponofenim strukd do desinfekéniho
roztoku (Kratky 2007).

Spravné provadéna mokra toaleta mlécné zlazy muze byt rizikova a Casové naroCna.
Casto pouzivané ostiikini vemene studenou vodou z vysokotlakové pistole je
neakceptovatelné z divodu rozprasovani infekéniho aerosolu na dojirné. Také pii mokré
toaleté dochdzi k odstraiiovani necistot z klize a srsti zvifete, a jestlize neni soucasti toalety pfi
dojeni dokonalé umyti celého sméacené¢ho povrchu a nasledné osuseni ktize, dochézi ke stékani
necistot k otevienému struku. Proto jako nejvhodnéjsi se jevi sucha toaleta mlécné zlazy
a dezinfekce pied dojenim s pouzitim individualnich utérek (Zelinkova 2007).

Nejucinnéjsim zpisobem snizeni obsahu spor v mléce az o 96 % je kombinace ocisténi
mlécné zlazy syntetickou utérkou navlhéenou vodou nebo Cisticim prosttedkem a nasledné
osuseni papirovou utérkou. Nejméné vhodnou technikou je pouzivani tenkych vlhéenych
papirovych utérek, které se snadno trhaji. Pro zabranéni pfenosu spor z dojnice na dalsi
dojnici, musi byt kazda utérka pouzivana zvlast pro kazdou z nich. Utérky na opakované

pouziti je nutné prat pii teploté alespon 90 °C (Kratky 2007).
3.5.1 Spravny postup dojeni

Zakladem spravného postupu dojeni by mélo byt odstiiknuti prvnich stfiki mléka do
nadobky s ¢ernym dnem pro posouzeni piipadnych zmén mléka, dezinfekce strukti pied
samotnym dojenim, o€iSténi mlécné Zlazy a dezinfekce strukli po dojeni. Odsttiknuti prvnich
stfikl na podlahu je nepfijatelné a mize kontaminovat prostfedi dojirny patogeny a zpiisobit
rozSiteni infekce vzduchem (Jezkova 2008).

Pti dojeni je nutné respektovat fyziologické pochody spousténi mléka. Z toho divodu
by od kontaktu s vemenem do nasazeni dojiciho zatizeni mélo byt dosazeno do 1 az 3 minut.
Vyznam pouziti dezinfekce po dojeni je vydezinfikovat struk ihned po skonceni dojeni a také
neprodyS$né uzaviit strukovy svéra¢ pomoci bariérovych prostfedkli, ktery se jinak sdm
uzavira zhruba az po 15 minutach po skonceni dojeni. Pro zachovani funkce bariéry je
nezbytné ponofit cely struk do aplikaéni nadobky ihned po dojeni (Zelinkova 2007).

Dilezitym krokem vedoucim k produkci kvalitniho mléka je schopnost managementu
vyrobce motivovat a kontrolovat své zaméstnance, aby dodrzovali predepsané postupy, které

redukuji vyskyt patogenni mikrobioty z prostiedi a eliminuji jeji pfenos béhem dojeni.

25



Avsak ani nejlepsi zpisob cCisténi neodstrani vSechny patogenni mikroorganismy, proto
je dilezité neustale dodrzovat hygienicka opatieni ve vSech oblastech vyroby mléka (Kratky
2007).

Technologie ustajeni mize mit vyznamny vliv na kvalitu mléka z hlediska obsahu poc¢tu
mikroorganismti a PSB, zejména z pohledu znecisténi strukd, které mohou byt zdrojem
traumatizace mlécné zlazy. Nepfiznivé také muize pusobit i mikroklima prostfedi, napf.
privan ve staji, vysoka relativni vlhkost atd.

Technologie dojeni mtize mit negativni vliv na jakost a zdravotni nezavadnost mléka,
protoze pusobi jako vektor pfenosu rtiznych patogennich mikroorganismi zpusobujicich
mastitidy. Muze zplsobovat zranéni mlécné zlazy, zvySovat kontaminaci mléka a pfi

nespravné sanitaci miize byt zdrojem vyskytu inhibi¢nich latek (Jezkové 2008).
3.6 MIléc¢né automaty

Vyhlaskou ¢. 289/2007 vydanou v roce 2007 byla povolena moznost prodeje syrového
mléka prostfednictvim mlécnych automatd (MA). K tomuto roku byl také schvalen vznik
prvniho MA na tizemi CR (MZe 2007; Hlavagek 2010).

K nejvétsimu rozvoji MA ale doslo v roce 2010 z divodu snizeni vykupni ceny mléka
Vv roce 2009, ktera ¢inila v praméru 6,14 K¢ za 1 litr mléka (SZIF 2016).

Syrové kravské mléko je zpracovavano na farmach na rizné speciality obvykle
regiondlniho charakteru pro oblast, kde se zemédélska produkce nachazi. Zpracovavano je
nejen kravské mléko, ale 1 mléka dalSich zvifat (napf. kozi a ov¢i), kterd upfednostiiuji
naro¢néjsi konzumenti (Mezera & Mejstiikova 2011).

Pro prodej syrového mléka ptimo v misté zemédélské produkce ke spotiebiteli je také
vyuzivano mléénych automati. V piipadé, Ze je mléEny automat umistény pfimo na farmé, je
syrové mléko zahrnuto do prodeje ,,ze dvora“. Statni veterinarni spravou (SVS) bylo
evidovano ke konci roku 2018 celkem 580 subjektti nabizejicich k prodeji syrové mléko bud’
formou ptimého prodeje ze dvora, nebo prostiednictvim 177 mléénych automatti (SVS 2018).

Avsak mlécné automaty mohou byt umistény i mimo farmu. Aby byla zajiSténa
zdravotni nezavadnost pii prodeji mléka, je urCeno, ze provozovatelem mlééného automatu je
vyhradné a pfimo producent mléka (Mezera & Mejstiikova 2011).

Nejvice ptimych prodeji mléka z farem se uskutec¢nuje v kraji Vyso€ina a nejvyssi
pocet prodejnich automati mléka byl v roce 2018 umistén v Jihomoravském kraji. Nartst

poctu mlécnych automatii je trendem soucasné doby. Oproti roku 2011 pocet mlécnych
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automatt v roce 2018 vzrostl v 8 krajich z celkovych 14, jak je znazornéno na Obrazku 8
(Samkova et al. 2011; SVS 2018).
Konzumace takového mléka, jez je zafazovana do tzv. ,naturdlni spotifeby* vzrostla
z 5 litri/obyvatele/rok (adaje za rok 2008) meziro¢né na cca 7,5 1/obyv./rok (Kopaéek 2010).
Celkova spotieba mléka a mlé¢nych vyrobkt v hodnoté mléka za rok 2017 dosahovala
do 240 l/obyv./rok. Z celkové spotieby mléka byla uréena spotieba konzumniho mléka blizici
se k 60 I/obyv./rok (CSU 2016).
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Obrazek 8: Rozmisténi mléénych automat v jednotlivych krajich Ceské republiky v roce
2011 a ke konci roku 2018
Zdroj: (Samkova et al. 2011; SVS 2018)

Prodej mléka z mlécnych automatii je stale aktudlni, coZ mliZze souviset pfedevSim se
zvySenym zajmem spotiebiteld o nakup syrového mléka. Pro sviij obsah snadno dostupnych
zivin a vysokou relativni aktivitu vody predstavuje syrové mléko vhodné prostiedi i pro
rozvoj patogennich mikroorganismui (Claeys et al. 2013; Vranjes et al. 2015).

Castymi zastupci kontaminace syrového mléka mohou byt Campylobacter sp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157, Listeria monocytogenes a Salmonella sp.
(EFSA 2015a).
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Zasady spravné manipulace se syrovym mlékem jsou pro zachovéani zdravotni
nezéavadnosti esencialni, zvlast¢ pak dodrzovéani teplot chladirenského fetézce a tepelna
uprava mléka pied konzumaci (EFSA 2015b).

EFSA vydala oznameni o narGstajici spotfebé Syrového mléka v celé EU, jelikoz lidé
véti v jeho piiznivé zdravotni u€inky. Zaroven ale upozoriiuje na mozna rizika, ktera plynou
z konzumace syrového mléka, zejména pro tzv. rizikové skupiny obyvatel, do nichz patii déti,
novorozenci, t¢hotné zeny a seniofi, lidé s imunodeficienci a chronickym onemocnénim typu
cukrovka, onemocnéni jater nebo ledvin. Témto skupinam lidi muze stacit konzumace pouze
minimalniho mnozstvi mléka s obsahem patogenti a miize dojit k rozvoji onemocnéni
(Palanova et al. 2016).

Védecky panel EFSA pro biologicka rizika BIOHAZ zaznamenal na zaklad¢ dat
ostatnich statti o nahlasenych alimentarnich onemocnénich z let 2007 az 2013, ze 27 epidemii
Campylobacter sp., jedna z nich byla zpisobena bakteriemi z rodu Salmonella sp., dvé
onemocnéni zpusobil toxigenni shiga-like toxin produkovany bakterii Escherichia coli a tii
byly zapficinény virem klistové encefalitidy. Za vétSinu epidemii odpovidaly bakterie
pochazejici z kravského mléka, avSak nékteré byly zpisobeny mlékem kozim. Dle predsedy
BIOHAZ je nutné zdokonalit komunikaci ke spotfebitelim a upozornit je na nebezpeci
spojena s konzumaci syrového mléka (EFSA 2015a).

Z kontrol provadénych SVS CR vyplyva, Ze mlééné automaty hygienickym
a veterinarnim pozadavkim legislativy vyhovuji, protoze jejich provozovatelé si uvédomuji
riziko ztraty spotiebitell z divodu zanedbani svych povinnosti (Hlavacek 2010).

Spotrebitel, kterého nelze ovlivnit pfimo legislativou predstavuje nejslabsi c¢lanek
fetézce, jelikoz si Casto nepiipousti nebo neuvédomuje rizika, kterd mohou nastat (Hasonova
et al. 2016).

Na nékterych mlécnych automatech provozovatelé upozoriuji spotiebitele, ze by nem¢l
zakoupen¢ syroveé mléko uchovavat pfi teploté nad 8 °C vice nez 1 hodinu. Konzument je tak
informovan, Ze udrZeni nizké teploty je pro syrové mléko zasadni. NeporuSeni chladirenského
fetézce totiz hraje (zvlaste v horkych letnich dnech) velmi dilezitou roli pro zamezeni rozvoje
kontaminujici mikrobioty (Vorlova 2010).

Nejvice problematické mohou byt teploty skladovani piesahujici 10 °C. S ohledem na
doplilovani automatii se mize doba skladovani mléka prodlouzit u konzumenta az na Ctyfi

dny (Vorlova 2010; Chramostova et al. 2014).
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3.7 Pouziti systému HACCP v produkci mléka

Bezpecnost potravin je komplexnim systémem pro ochranu spotiebitele proti moznym
nebezpecim a rizikim z potravin. Systém je zalozen na dokumentu Bila kniha o bezpe¢nosti
potravin z roku 2000. Hlavnimi nastroji pro dosazeni bezpecnosti potravin jsou Hazard
Analysis and Critical Control Point (HACCP) systém, spravna zeméd¢lska praxe (Good
Agricultural Practice GAP), spravna hygienicka praxe (Good Hygiene Practice GHP)
aspravnd vyrobni praxe (Good Manufacturing Practice GMP). HACCP je uréen
k systematické identifikaci a kontrole rizik z potravin, ktera mohou byt mikrobiologicka,
fyzikalni nebo chemicka, a tak mohou ohrozit ptipravu bezpecnych potravin. Syst¢ém HACCP
zahrnuje identifikaci moznych chyb a planuje jejich prevenci. V podstaté slouzi ke kontrole
jednotlivych slozek potravin a kontrole dodavek do potravinatskych podnik a co se s nimi
déje poté.
kritickych kontrolnich bodu. Kriticky bod je krok, ve kterém muze byt pouzita kontrola a je
zasadni pro prevenci rizika nebo pro jeho snizeni na akceptovatelnou tGroven. Jsou navrzeny
a popsany nejbézné&jsi kontrolni body ve sbéru mléka z farem (Koutimska et al. 2006).

Historie syst¢tmu HACCP saha do sedmdesatych let do USA, kdy byl vyuZivan pro
piipravu jidel pro kosmonauty z ditvodu vylouéeni rizika nebezpeéi z potravin. Do Ceské
republiky se systém dostal v roce 1995 a vyuzival se hlavné v primyslu potravin zivo¢isného
puvodu, kam je fazen i mlékarensky primysl. Od roku 1997 byl systém zaveden do povinné
legislativy CR zakonem o potravinch ¢. 110/1997 Sb. Existuji 2 modely systému HACCP ve
svété. Prvni je ,,americkd Skola“, pro kterou plati, Ze vétSina pracovnikli nema kvalifikaci
a odborné znalosti provozu, a proto se pouziva maximalni pocet kontrolnich bodl v systému.
Pro druhou ,,skandindvskou Skolu“ je zavedeno maximalni omezeni kontrolnich bodi na
minimum a vSechno ostatni je zaji§téno pracovniky s dostate¢nou kvalifikaci. V Ceské
republice je situace podobnd spiSe skandindvskému systému z divodu dobré kvalifikace
pracovniki (MZe 1997; Cervenka et al. 2005).

V ramci spravné hygienické a vyrobni praxe by mél byt pouzit syst¢tm HACCP u vSech
vyrobcli potravin. Podle vyhlasky ¢. 161/2004 zakona o potravinach, kterd pojednava
0 stanoveni kritickych kontrolnich bodt, by mély byt od pocatku roku 2005 uréeny kontrolni
body u vSech vyrobcli i provozovatelll potravinaiskych firem, vcetné mlékarenskych.
Velkovyrobci a zpracovatelé mléka jiz vétSinou systém HACCP zaveden maji, situace je jina

u malovyrobcli a farmaih, ktefi zvelké casti systétm HACCP jeSt€ nepouzivaji.
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Dle prizkumu bylo zjiSténo, ze tento systétm znd jen 57 % dotazanych farmaia
a malozpracovateli (Koufimska et al. 20006).

Zakladnimi charakteristikami systému HACCP jsou zejména hledani zdrojii nebezpeci
na celé cest¢ od suroviny az ke konzumaci spotiebitelem a identifikace kritickych bodt
Vv technologickém procesu vyroby. Hlavnim ucelem analyzy je snizeni rizika nebezpeci pfi
vyrobé na minimum a zdravotné nezavadné baleni vyrobkd. Zakladni pojmy v HACCP
systému jsou nasledujici.

Kriticky kontrolni bod (CCP), jimz je oznaCen technologicky usek s nejvetsim rizikem
kontaminace nebo zdravotni nezavadnosti potraviny a jehoz cilem je zamezit ¢i minimalizovat
toto nebezpeci. Nebezpeci je urceno jako fyzikalni, chemicky nebo biologicky prvek, jenz
muze plsobit na potravinu a zpusobit zdravotni zadvadnost. Analyza nebezpeci je hodnoceni
a shromazd’'ovani informaci o rGznych nebezpecich ohrozujici zdravotni nezdvadnost
potraviny a uréeni, za jakych podminek mize byt pfitomno v potraving, pro to, aby potravina
byla nezavadna. Ovladaci opatfeni je Cinnost slouzici k prevenci nebo snizeni na piipustnou
uroveil nebo vylouceni nebezpeci, které by mohlo ohrozit zdravotni nezadvadnost potraviny.
Monitoringem je minéno meéfeni a pozorovani stanovenych znakid danym postupem pro
posouzeni, jestli je CCP spravné oSetfen. Napravné opatfeni je ¢innost odstranujici nebo
snizujici nebezpeci a dopad nasledkli vykonavana ihned po zjisténi prekroceni limitu kritické
meze, ¢imZ je hodnota kritéria neodpovidajici hodnoté pozadované v daném CCP (Cervenka
et al. 2005).

Zavadéni systému HACCP je uréeno 7 zavaznymi principy, do nichZ se fadi analyza
nebezpec¢i, urCeni CCP, stanoveni kritickych mezi, tvorba monitorovaciho systému,
napravnych opatieni, ovéfovacich postupil a vytvotreni dokumentace (Voldfich et al. 2000;
Metaal 2004).

Zpracovani a zavedeni systému je pfiblizné nasledujici — popis vyrobku a technologie
vyroby (navrZeni diagramu vyroby), vykondni analyzy nebezpeci, stanoveni CCP, urceni
znakll a kritickych mezi v CCP, stanoveni zplsobu, frekvence a metodiky monitoringu,
stanoveni napravnych opatfeni, urceni ovérovacich postupli a zavedeni dokumentace. Plan
systému HACCP si mtze podnik vypracovat sdm nebo ho lze objednat u akreditované
organizace. Pfilohou planu syst¢ému HACCP by méla byt provozni dokumentace, podnikové
normy, sanitani fad, pracovni ndpli zaméstnancii, opatieni DDD (desinsekce, deratizace

a desinfekce), havarijni tad a dalsi (Voldfich et al. 2004).
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Provozovatel mlékarenského podniku nese primarni odpovédnost za bezpecnost svych
vyrobka. Kritické kontrolni body v syst¢tmu HACCP jsou dulezitou soucésti spravné
zemedelské praxe. Bezpe¢nost mléka a vyrobka z néj musi byt zabezpecena v celém pribéhu,
od prvovyroby, zpracovani az po distribuci mléka. Odpovédnost vyrobcii je nutné zajistit
procesy ze systtmu HACCP a pouzitim spravné hygienické praxe. V prvovyrobé se
zminované postupy a zasady mohou docasné nahradit vhodnymi doporuc¢enimi pro spravnou
hygienickou praxi (Kopacek et al. 2004; Kurki 2004; Jedli¢ka 2005).

Systém HACCP Ize uspésnéji implementovat, pokud je urcen tym zodpovédny za
syst¢ém HACCP a jeho vedeni. Pfi ziskavani mléka jsou nejcastéji monitorovany aspekty jako
je mikrobiologicka jakost, PSB, CO,, pH, ¢as a teplota (Hennekine 2003).

Sestaveni kritickych kontrolnich bodl byva nejslozitéjsi ¢asti sestaveni HACCP planu.
Pocet krokii zavisi na velikosti provozu, na malych farmach mohou napftiklad stacit pouze
3 CCP uvedené na Obrazku 9, u vétsich provozu jich muze byt vétsi pocet, jak je zobrazeno
na Obrazku 10.

Pii sestavovani planu HACCP pro malé farmy mohou byt kritickymi body napiiklad:
CCP1 Zdravotni stav dojnice, CCP2 Prosttedi chovu, CCP3 Ptiprava dojnice, CCP4 Dojeni,
CCP5 Dojirna, CCP6 Chlazeni a uskladnéni mléka. Pro kazdy kriticky bod se urcuje
podrobna analyza rizik, pfesna specifikace kritického bodu vcéetné kritickych mezi a sledovani
znaku, dale monitoring a vykonavané napravna opatieni pti piekro€eni kritérii (Voldfich et al.

2000, 2004; Cervenka et al. 2005).

CCP1 Zdravotni stav dojnice
5

Priprava dojnice
T

CCP2 Dojeni a dojirna
<

Zdravotni stav dojnice
ﬂ£=l Chlazeni a uchovavani mleka

CCP3 Filtrace
r

Chlazeni a uchovavani mléka

Obrazek 9: Proudovy diagram produkce mléka v prvovyrobé na farme

Zdroj: vlastni zpracovani
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Y
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o>

v

|4. Homogenizace, CP 3/4

U

5. Baleni na TT3, CP 3/5

U

6. Skladovéni, CP 3/6 ‘

Y

|:r. Distribuce, CP 3/7 ]

Sa, Pfisun obald pro TT3

-
&

|5.r: Piisun homich vifak

Obrazek 10: Proudovy diagram produkce mléka ve velkovyrobé

Zdroj: Madeta a.s.

4 Material a metody

Jednotlivé vzorky syrového mléka byly odebirdny z mléénych automatl a z ptimého
prodeje z farem. Vzorky mléka byly odebrany do sterilnich sklenic jak z automatu na mléko,

tak z ptimého prodeje z farmy a bez prodleni zchlazeny v chladicim boxu, aby nedoslo ke

kontaminaci.

V odebranych vzorcich syrového mléka bylo provedeno stanoveni celkového poctu
mikroorganismil (CPM), koliformnich bakterii, enterokokli a sporotvornych bakterii. VSechny

stanoveni byly provedeny pomoci deskové metody ptelivem. Vysledky byly vyjadieny

v KTJ/ml (kolonie tvotici jednotky na mililitr).
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4.1 Mléko z mlééného automatu

Syrové mléko z mlé¢nych automatli bylo odebirano ze dvou riznych mist. Po nadojeni
je mléko zchlazeno na teplotu 4 °C a bez tepelného ¢i jiného oSetfeni je dopraveno do
mléénych automatt, kde je skladovano v chlazenych zasobnich nadobach.

Spottebitel je upozornén napisem umisténym na mlééném automatu, ze mléko je syroveé
a ze je nutné ho pred konzumaci tepelné¢ upravit. To, Ze se jednd o mléko syrové, neni
divodem k obavam o zdravotni zavadnost. Pouze je zde nutné pamatovat na vys$$i moznost
rizika kontaminace mikroorganismy.

Mléko z automatu je mozné zakoupit do sklenénych nebo plastovych lahvi, jejichz
nakup je mozny v druh¢ ¢asti mlééného automatu. Toto umozituje zmensit riziko kontaminace
mléka z necisté lahve, a tim prodlouzit trvanlivost mléka. Je zde také moznost nacerpani
mléka do vlastnich pfinesenych lahvi, samoziejmé zde za Cistotu si zodpovidéa zdkaznik sam.

Transport syrového mléka do mlécnych automati se uskuteciiuje ve specidlné
upravenych vozidlech pro pievoz chlazenych zadobnikii. Po nadojeni ma mléko télesnou
teplotu dojnice, poté se zchladi na teplotu 4 °C, a tato teplota je udrzovana béhem transportu

do automatu az do doby staceni zdkaznikem.

4.2 Miléko z farmy z piimého prodeje

Vzorky syrového mléka byly odebirany ze dvou rliznych farem z ptimého prodeje. Po
nadojeni se zchladily na teplotu 4 °C a byly odebrany do sterilnich vzorkovnic. I v pfimém
prodeji z farmy plati, Ze pokud je prodavano syrové mléko, vyrobce na tuto skute¢nost musi

zakaznika upozornit informaci o nutnosti tepelného oSetfeni pfed konzumaci.

4.3 Zivné pady

Fyziologicky roztok s peptonem

Pepton 109
Chlorid sodny 8549
Destilovana voda 1000 ml
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Odvazené presné mnozstvi slozek bylo rozpusténo v destilované vod¢, rozplnéno do

Erlenmeyerovych ban¢k a do zkumavek. Nésledovala sterilace pfi teploté¢ 120 °C 15 minut.

APHA (Standard Plate Count Agar) CM463 Oxoid

Kvasnicovy extrakt 2,59
Pankreaticky zpracovany

: 509
kasein (trypton)
Glukoza 1049
Agar 15049
Destilovana voda 1000 mi

Pro ptipravu zivné pudy bylo potieba 23,5 g smési. Pida byla pripravena rozpusténim
smési v 1 litru destilované vody a sterilovana v autoklavu za zvySeného tlaku. Pfed pouzitim

byla ptida vzdy vytemperovana na teplotu kolem 50 °C.

Slanetz — Bartley medium CMO0377 Oxoid

Tryptdza 20,0 ¢
Agar 10,0 ¢
Kvasni¢ny extrakt 509
Hydrogen fosfore¢nan

draselny dihydrat 409
Glukoza 2049
Azid sodny 0449
Tetrazolium chlorid 0,19
Destilovana voda 1000 ml

Pro ptipravu média bylo pouzito 42 g smési. Toto médium nevyzaduje sterilaci, bylo
pouze rozehtato do Uplného rozpusténi. Pfed pouZzitim bylo péstebné prostiedi vytemperovano

na teplotu kolem 50 °C.
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Violet Red Bile Glucose Agar (VRBL) Oxoid

Pepton 7049
Chlorid sodny 509
Kvasni¢ny extrakt 3,09
Zlucové soli &. 3 15¢9
Neutralni ¢erven 0,03¢g
Krystalova violet’ 0,002 g
Glukéza 100¢g
Agar 12,09
Destilovana voda 1000 ml

Péstebné prostiedi bylo pfipraveno rozpuSténim 38,5 g smési na 1000 ml destilované
vody. Smés byla za stalého michani pfivedena k varu. Suspenze byla udrzovana pfi varu, nez
se vSechen obsah rozpustil, minimaln¢ vSak 2 minuty. Po  rozpusténi
a rozehtati stejné jako u média Slanetz — Bartley nebyla provedena sterilizace v autoklavu.

Pied pouzitim bylo médium vytemperovano na teplotu kolem 50 °C.

4.4 Postup prace

Vzorky mléka byly odebirany bcéhem léta roku 2017 po  dobu
3 mésicu v pravidelnych intervalech. Vzorky z farem byly odebirany do sterilnich sklenénych
lahvi 0 objemu 200 ml, z mlé¢nych automatti do lahvi o objemu 500 ml a ihned po odbéru
ulozeny do chladiciho boxu s teplotou nepiesahujici 6 °C. VSechny vzorky byly zpracovany
do 2 hodin od odbéru.

Bylo provedeno 10 odbért po 4 vzorcich, dva vzorky z pfimého prodeje z farmy (MF)
adva vzorky z mléénych automati (MA). U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni
enterokokil, stanoveni koliformnich bakterii, stanoveni celkového poctu mikroorganismi
a stanoveni sporotvornych bakterii.

Prvnim ze sledovanych stanoveni bylo stanoveni enterokoku. Jako kultivacni prostiedi
bylo pouzito selektivné — diagnostické Slanetz — Bartley médium. Stanoveni enterokoku bylo
provedeno pomoci deskové metody ve dvou opakovanich. Principem metody je zaockovani
predem nafedéného vzorku na Petriho misky pfelivem. Desitkové fedéni bylo uzptisobeno dle

pfepokladané miry znecisténi. Ockovani na Petriho misky probihalo odpipetovanim 1 ml
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vybrané¢ho fedéni, nasledované prelitim vytemperovanym agarem na 50 °C krouzivym
promichavanim. U daného fedéni byla uskuteénéna vzdy dvé opakovani. Petriho misky
s tuhym zivhym médiem byly kultivovany dnem vzhiru v termostatu pii 37 °C po dobu
48 hodin. Narostlé kolonie po kultivaci byly secteny a piepoéteny na 1 ml vzorku. VSechny
postupy byly provadény asepticky za pouziti sterilniho nadobi.

Dalsim stanovenim bylo stanoveni koliformnich bakterii. Pro kultivaci byla pouzita
zivna puda Violet Red Bile Glucose Agar (VRBL). Postup byl obdobny jako u piedchoziho
stanoveni, avSak u stanoveni koliformua se po zatuhnuti ptida ptelévala jesté druhou vrstvou.
Petriho misky se kultivovaly pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi byla pouzita neselektivni zivnd ptda
Standard Plate Count Agar APHA. Stanoveni CPM bylo provedeno obdobné jako u stanoveni
enterokokil, pomoci deskové metody ve dvou opakovanich. Kultivace v termostatu probihala
pii teploté 30 °C po dobu 3 dnil.

Stanoveni poctu sporotvornych bakterii probihalo metodicky obdobné. Bylo pouzito
péstebné prostiedi Standard Plate Count Agar APHA. Postup byl podobny jako u stanoveni
CPM, avsak zde byla pouzita pasterace Kk potlaceni vegetativnich forem mikroorganismd.
Kultivace probihala pfi teploté 30 °C 3 dny.

Po uplynuti doby kultivace byly spocitany vSechny narostlé kolonie a mnozstvi byla

piepoctena na KTJ/ml pomoci nize uvedeného vzorce:

N:ZC/(n1+O,l*n2)*d

N — celkovy poc¢et KTJ v 1 ml mléka
> C —soucet kolonii ze vSech ploten
N1 — pocet Petriho misek vybranych pro prvni fedéni
N - poCet Petriho misek vybranych pro druhé fedéni

d — faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitého fedéni

K vyhodnoceni vysledka byl pouzit statisticky program STATISTICA 12 (StatSoft) se

statistickymi metodami na hladin€ vyznamnosti a < 0,05.
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5 Vysledky

V prubéhu 1éta byly odebrany 4 vzorky syrového kravského mléka ze 2 automatd na
mléko a ze 2 farem z pifimého prodeje. Od kazdého vzorku bylo uskutecnéno 10 opakovani
odbéru.

Odbér vzorkt z mléénych automata (MA)
Vysledky mikrobiologického rozboru z mléénych automatii jsou zaznamenany

v Tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Automat na mléko - prvni odbérové misto (MA1) v KTJ/ml

STANOVENI
v Koliformni

ODBER Enterokoky bakterie CPM Spory
1 <10t 2,00 x 10* 3,60 x 10° <10t
2 1,02 x 10° 9,00 x 10! 1,07 x 10* <10t
3 1,09 x 10° 9,00 x 10* 1,35 x 10* <10t
4 5,10 x 10! 7,50 x 10! 1,34 x 10* 4,90 x 10*
5 1,05 x 10° 1,80 x 10° 2,61 x 10* <10t
6 1,05 x 10° 1,25 x 102 1,19 x 10* < 10!
7 2,92 x 10° 8,95 x 10° 1,06 x 10* < 10!
8 1,09 x 10° 1,60 x 102 1,63 x 10* < 10!
9 1,46 x 10° 1,75 x 102 1,25 x 10* <10t
10 1,03 x 10° 1,30 x 102 2,32 x 10* <10t

Oba automaty by spliiovaly normu CSN 570529 pro stanoveni enterokoki
a koliformnich bakterii, ktera uvad&la max. povoleny limit 10> KTJ/ml. Tato norma byla
zruSena a nebyla nahrazena.

U enterokokti doslo v pritbéhu roku k nartstu jejich poctu, v ptipadé obou automatti
byly nejvyssi hodnoty naméfeny pii sedmém odbéru. Primérny pocet enterokokd z MAL byl
1,12 x 10* KTJ/ml a z MA2 se hodnoty primémé& pohybovaly kolem 1,15 x 10% KTJ/ml.
Hodnoty z obou automati byly velmi podobné.

Podobna situace nastala i pro pocty koliformi, jejichz hodnoty byly na zacatku 1éta
niz§i a v pribéhu dalSich odbéri stoupaly. Primérny pocet koliformnich bakterii byl
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uMA1 1,94 x 10° KTJ/ml a u MA2 byl pocet bakterii 1,71 x 10*> KTJ/ml. Rozdil hodnot
nebyl velky.

Stanoveni celkového poctu mikroorganismit (CPM) bylo porovnano s Naiizenim
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, které nafizuje max. povoleny limit pro
syrové kravské mléko < 10° KTJ/ml. Viechny odbéry ve stanoveni CPM normu splnily.
uMAL1,42 x 10* KTJ/ml, pro MA2 byla priméma hodnota CPM 1,39 x 10* KTJ/ml.
Hodnoty primérnych poctit CPM byly témét totozné.

Norma CSN 570529 (zru$ena bez nahrady) pro spory pozadovala negativni sporotvorné
anaerobni bakterie v 0,1 ml mléka. Kromé& ctvrtych odbérti, kdy byla uvedena norma
ptekrocena, bylo pii stanoveni poctu spor ve vSech odbérech dosazeno hodnot < 10" KTJ/ml.

V pribéhu roku nebyly mezi pocty enterokokt, koliformti, CPM ani spor statisticky

vyznamné rozdily.

Tabulka 2: Automat na mléko - druhé odbérové misto (MA2) v KTJ/ml

STANOVENI]
v Koliformni

ODBER Enterokoky bakterie CPM Spory
1 5,00 x 10! 2,50 x 10! 3,60 x 10° <10t
2 1,03 x 10° 1,50 x 10° 1,31 x 10* < 10!
3 9,18 x 10* 8,50 x 10* 1,25 x 10* <10t
4 5,40 x 10! 2,50 x 10! 2,06 x 10* 5,10 x 10!
5 1,01 x 10° 1,30 x 10° 1,81 x 10* < 10!
6 1,13 x 10° 1,70 x 10° 1,66 x 10* <10t
7 2,77 x 10? 5,80 x 10? 9,10 x 10° < 10!
8 8,90 x 10* 1,15 x 10° 1,24 x 10* <10t
9 1,52 x 102 2,15 x 10? 1,42 x 10* <10*
10 1,19 x 10° 2,20 x 10? 1,83 x 10* < 10!
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Odbér vzorki z farem

Celkové naméfené hodnoty poctu mikroorganismti z obou farem jsou uvedeny
v Tabulkach 3 a 4.

Podobné vysledky mikrobiologickych rozborti mléka z farem ukazovaly na tendenci
stoupani poctu mikroorganismt v prubéhu roku ve vzorcich mléka. Ve vSech stanovenich

vzajemné mezi farmami nebyly v primeéru statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 3: Mléko z farmy - prvni odbérové misto (MF1) v KTJ/ml

STANOVENI
y Koliformni

ODBER Enterokoky bakterie CPM Spory
1 3,00 x 10* 2,50 x 10* 2,30 x 10° <10t
2 1,28 x 10° 6,50 x 10! 1,49 x 10* <10t
3 1,01 x 10? 1,15 x 10° 1,48 x 10* <10t
4 6,50 x 10* 5,00 x 10* 1,78 x 10* 8,90 x 10*
5 1,28 x 10° 2,05 x 10? 1,94 x 10* <10t
6 1,08 x 10° 1,85 x 10° 1,40 x 10* < 10!
7 3,32 x 10° 1,31 x 10° 1,49 x 10* < 10!
8 1,00 x 10? 1,75 x 102 1,36 x 10* <10t
9 1,59 x 10° 2.25x 10° 1,50 x 10* <10t
10 1,41 x 10° 2,00 x 10? 1,95 x 10* < 10!

Cvwr

odbéru. Nejvyssi hodnota byla dosaZena pfi sedmém odbéru, a to 3,72 x 10% KTJ/ml.
Primérné hodnota enterokokli byla u MF1 zjiSténa na 1,29 x 102 KTJ/ml a u MF2 1,28 x 102
KTJ/ml. Rozdil mezi hodnotami priiméra byl statisticky nevyznamny.

Koliformni bakterie se pohybovaly v nejnizsich poctech v prubéhu prvnich ¢ty odbéri.
Maximalné dosahovaly hodnot vzorky z obou farem pfi sedmém odbéru 1,31 x 10° KTJ/ml,
9,3 x 10° KTJ/ml. Primé&rné poéty koliformi dosahovaly z MF1 2,56 x 10° KTJ/ml a z MF2
hodnot 2,07 x 10> KTJ/ml. Statisticky rozdil nebyl vyznamny.

Maximalni limit pro CPM < 10° KTJ/ml byl dodrzen ve vSech odbérech, hodnoty CPM

v

se od prvniho odbéru, kdy byly hodnoty postupné  zvySovaly.

Ostatni odbéry se pohybovaly ve velmi podobnych poctech, s mirné stoupajici tendenci.
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Primérny podet CPM byl 1,45 x 10* KTJ/ml. Mezi vysledky nebyl statisticky vyznamny
rozdil.

Pti vSech odbérech byly kromé ctvrtého odbéru zjistény hodnoty sporotvornych bakterii
< 10" KTJ/ml. Ostatni vysledky byly velmi podobné, bez statisticky vyznamného rozdilu.
Stejné jako v piipadé automattl, i zde by platila, nyni jiz zru$ena, norma CSN 570529 pro
spory. Primémé hodnoty spor u obou farem byly vyhodnoceny na hranici normy, 1,02 x 10*

KTJ/ml a 1,08 x 10* KTJ/ml.

Tabulka 4: Mléko z farmy - druhé odbérové misto (MF2) v KTJ/ml

STANOVENI
v Koliformni

ODBER Enterokoky bakterie CPM Spory
1 5,00 x 10* 1,50 x 10* 2,70 x 10° <10t
2 1,20 x 10? 1,05 x 102 1,50 x 10* <10t
3 9,50 x 10* 9,00 x 10* 1,31 x 10* <10t
4 5,10 x 10! 5,00 x 10! 1,72 x 10* 7,20 x 10!
5 1,01 x 10? 1,75 x 102 2,07 x 10* <10t
6 1,08 x 10° 1,80 x 10° 1,18 x 10* < 10!
7 3,72 x 10? 9,30 x 10? 1,28 x 10* <10t
8 1,04 x 10° 1,35 x 10° 1,40 x 10* < 10!
9 1,75 x 10° 1,85 x 10° 1,52 x 10* <10t
10 1,08 x 10° 2,00 x 10? 2,13 x 10* <10t

Statistické hodnoceni

Pro hodnoceni vysledkl ze stanoveni enterokokt, koliformnich bakterii, CPM i spor
byly pouzity metody popisné statistiky, korelace, dvouvybérovy t-test, jednofaktorova analyza
rozptylu (ANOVA) a statistické zpracovani vysledki do krabicovych grafi. V metodé
ANOVA byly vysledky testovany pomoci Scheffého testu, ktery neprokazal statisticky

vyznamné rozdily, proto nebyl zahrnut do textové casti vysledki.
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Tabulka 5: Popisné statistiky

Popisné statistiky (vysledky pro stat_dp)
Proménna N platnych | Pramér | Minimum | Maximum | Sm.odch.
Enterokoky 40 121,27 0,00C 372,0C 75,91¢€
Koliformy 40 206,8¢ 15,00C 1310,0C 264,572
Spory 40 8,92 0,00C 89,0C 19,872
CPM 40 14287,0( 2300,00( 26180,0( 5216,58¢

V Tabulce 5 jsou zobrazeny popisné statistiky, jako je pocet platnych hodnot, priméry
jednotlivych stanoveni, jsou ureny jejich minimélni a maximalni hodnoty. Je také zobrazena

smérodatna odchylka, ktera urcuje, jak moc jsou hodnoty rozptyleny od priiméru hodnot.

Tabulka 6: Korelace

Korelace (vysledky pro stat_dp)
O=zag. korelace jsou vyznamné na hlad. p <,05000
N=40 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Promé&nna Primeéry | Sm.odch. |Enterokoky| Koliformy Spory CPM

Enterokoky 121,27 75,91¢ 1,00000¢ 0,91838° -0,26449( 0,08451¢
Koliformy 206,8¢ 264,572 0,91838" 1,00000(, -0,18004« 0,01679:
Spory 8,92 19,87z -0,26449(] -0,18004:¢ 1,00000( 0,25836¢
CPM 14287,00 5216,58¢ 0,08451¢ 0,01679: 0,25836¢ 1,00000(

Tabulka 6 popisuje korelace mezi jednotlivymi stanovenimi mikroorganismu. Z tabulky
lze vy¢ist, Ze korelace mezi enterokoky a koliformy je silna (dosahuje hodnoty 0,918387).

Ptic¢inou korelace miize byt fakt, ze enterokoky i koliformy patii do spole¢né Celedi
bakterii Enterobacteriaceae a plivod kontaminace muze byt stejny. U jinych stanoveni

korelace nebyla zaznamendéna.

Tabulka 7: Dvouvyb&rovy t-test pro mlé¢né automaty

t-testy; grupovano: MLEKO

Skup. 1: MA1 - pocet platnych hodnot: 10

Skup. 2: MA2 - pocet platnych hodnot: 10

Priimér | Pramér t 5 p Sm.odch. | Sm.odch. | F-pomér p

Proménna MA1 MA2 MA1 MA2 Rozptyly | Rozptyly
Enterokoky 112,25 115,04 -0,09( 18 0,93C 74,621 64,221 1,35C 0,662
Koliformy 194,0C 171,5C 0,23¢ 18 0,81% 251,22¢ 158,781 2,503 0,18¢
Spory 7,65 7,15/ 0,074 18 0,942 14,791 15,571 1,10¢ 0,881
CPM 14206,0( 13885,0C 0,124 18 0,903 6470,05. 5000,26" 1,674 0,454

V tabulce 7 jsou zobrazeny vysledky t-testu pro oba mlécné automaty. Byly zjiStény
pramérné hodnoty z obou automatti, vypocet testového kritéria (t), pocet hodnot (sv), urceni

kritického oboru hodnot (p), smérodatné odchylky, F-pomér rozptylt a p-hodnota rozptyli.
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F-test je test o shodé dvou rozptyli. Pokud jsou rozptyly shodné, je ptijata nulova
hypotéza a dale proveden dvouvybérovy t-test. Pokud je hodnota p-rozptyly < p, nulova

hypotéza je zamitnuta. Mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil.

Tabulka 8: Dvouvybérovy t-test pro farmy

t-testy; grupovano: MLEKO

Skup. 1: MF 1 - pocet platnych hodnot: 10

Skup. 2: MF2 - pocet platnych hodnot: 10

Primér | Primeér t sV p Sm.odch. |Sm.odch. | F-pomér p

Proménna MF1 MF2 MF1 MF2 Rozptyly | Rozptyly
Enterokoky 129,34 128,44 0,02z 18 0,982 80,39¢€ 92,501 1,324 0,68%
Koliformy 255,5C 206,5C 0,337 18 0,74C 377,32¢ 261,577 2,081 0,29C
Spory 10,7& 10,15 0,054/ 18 0,95¢ 27,542 21,931 1,577 0,50¢
CPM 14650,0C 14407,00 0,10¢ 18 0,91F 4852,83¢ 5211,37: 1,153 0,83¢

Tabulka 8 zobrazuje vysledky t-testu. Jako u pfedchoziho testu, hodnota p-rozptyli < p,

nulova hypotéza je zamitnuta a mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil.

Grafy 1 a 2: Enterokoky ve vzorcich z mléénych automatu a z farem

Enterokoky ve vzorcich mléka z mléénych automat(i
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Graf 1 zobrazuje pomoci krabicovych grafli stanoveni poctu enterokokli ve vzorcich
mléka z mléénych automatt, graf 2 pocty enterokokti v mléce z farem. Primérna hodnota je
ve viech tyfech vzorcich podobna, pro MA je zaokrouhlena na 1,14 x 10> KTJ/ml, u MF je
priméra hodnota 1,29 x 10> KTJ/ml.

Ve vzorcich z MA1 a MF2 byly nalezeny vétsi odchylky od priméru hodnot (vétsi
rozdily mezi hodnotami). Vzorky MA2 a MF1 mély hodnoty vice stabilni, nez MA1 a MF2,

kde vykazovaly vétsi rozdily a mensi stabilitu.

Grafy 3 a 4: Koliformni bakterie ve vzorcich z mléénych automati a z farem
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Grafy 3 a 4 zobrazuji krabicovymi grafy pocty koliformnich bakterii ve vzorcich mléka
z mléénych automatli a z farem. Praimérné hodnoty jsou ve vzorcich obdobné, pro mlé¢né
automaty je primérna hodnota 1,83 x 10? KTJ/ml, pro farmy 2,31 x 10? KTJ/ml.

V grafech 3 a 4 ve vzorcich zMAl1 a MF1 byly zaznamenany vétsi odchylky
od prameéru, coz také znamenalo vétsi rozdily mezi hodnotami. U vzorki MA2 a MF2 byly

hodnoty stabilnéjsi nez u MA1 a MF1, kde byly vice rozdilné.
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V grafech 5 a 6 jsou zobrazeny stanoveni CPM pomoci krabicovych grafii. Hodnoty
CPM jsou si ve viech vzorcich blizké, priméma hodnota pro mlééné automaty je 1,40 x 10*
KTJ/ml a pramér pro farmy je 1,45 x 10* KTJ/ml.

Ve vzorcich z MA1 a MF2 byly popsany vétsi rozdily mezi hodnotami. U vzorku MA2
byly hodnoty nejstabilnéjsi, u MF1 byly hodnoty podobné¢ rozdilné jako u MF2.

Grafy 5 a 6: CPM ve vzorcich z mléénych automatt a z farem
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Grafy 7 a 8: Spory ve vzorcich z mlé¢nych automatt a z farem
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Graf 7 znazorfiuje krabicovymi grafy pocet spor ve vzorcich mléka z mléénych
automatt a graf 8 pocet spor v mléce z farem. Primérné hodnota je ve vSech Ctyfech vzorcich
< 10" KTJ/ml, pro MA se pohybuje kolem 7,4 KTJ/ml, u MF je pramérna hodnota 10,45
KTJ/ml. Mléka zfarem by dosahovala té€snéji na hranici limitu, nez mléka z mléénych
automatul.

Ve vzorcich z MA1 a MA2 jsou velmi podobné odchylky od priméru hodnot. Nejvétsi
rozdily mezi hodnotami zobrazuje vzorek MF1. Vzorek MF2 mél hodnoty vice stabilni, nez

MA1, MA2 a MF1, které vykazovaly vétsi rozdily.
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Graf 9: Enterokoky

Enterokoky; Primé&ry MNC
Soucasny efekt: F(3, 36)=,12771, p=,94305
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Na grafu 9 miZeme vidét vyhodnoceni stanoveni enterokokt pomoci jednofaktorové
analyzy rozptylu (ANOVA). Tento test analyzuje Uc¢inek jednoho faktoru na zkoumanou
zavislou proménnou. Interval spolehlivosti je 95 %, velikost sloupce zobrazuje rozsah hodnot,
do kterého se vejde 95 % méfeni.

Z grafu 9 je patrné, Ze primérné hodnoty enterokokll jsou nejvyssi u vzorku mléka
zprvni farmy (MF1) s podtem 1,29 x 10> KTJ/ml, velmi podobnou hodnotu ma vzorek
(MA1) s hodnotou 1,12 x 10* KTJ/ml. Poéty enterokokd jsou primémé vys§i ve vzorcich
z farem v porovnani se vzorky z automatt. Jedna se ale o rozdily v ramci fadu, rozdil neni
statisticky vyznamny.

U vSech farem i automatii je rozsah pravdépodobnosti (p) velmi podobny, velikost

intervalu spolehlivosti je u viech v ramei 1 x 10% KTJ/ml.
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Graf 10: Koliformni bakterie

Koliformy; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 36)=,16857, p=,91689
Dekompozce efektivni hypotézy
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Graf 10 znazorfiuje vyhodnoceni koliformnich bakterii.

Na grafu 10 je mozné vidét, ze primérné hodnoty koliforml vykazuji nejvyssich hodnot
u mléka zprvni farmy (MF1) spodtem 2,56 x 10° KTJ/ml. Nejniz§i hodnoty jsou
zaznamenany u vzorku mléka z druhého automatu (MA2) s hodnotou 1,72 x 10% KTJ/ml.

U MAL1 a MF1 jsou primérné hodnoty vys$si nez u MA2 a MF2. Pocty koliformt jsou,
stejné jako v pfedchozim stanoveni, primérné vysS$i ve vzorcich zfarem v porovnani
se vzorky z automatii. Rozdily nejsou statisticky vyznamné.

U vSech farem i automatd je rozsah pravdépodobnosti (p) obdobny.
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Graf 11: CPM

CPM; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 36)=,03565, p=,99083
Dekompozce efektivni hypotézy
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Primérné hodnoty CPM jsou zndzornény na grafu 11. NejvysSich hodnot dosahovalo
opét mléko z prvni farmy (MF1) s hodnotou 1,47 x 10* KTJ/ml. NejniZsi hodnoty jsou také
u mléka z druhého automatu (MA2), a to 1,39 x 10* KTJ/ml.

U vSech vzorktl jsou primérné hodnoty témét vyrovnané. Obdobné jako u ptedchozich
stanoveni, hodnoty CPM jsou primérné vys§i ve vzorcich z farem, neZ ve vzorcich

Z automatd. Ani zde nejsou rozdily statisticky vyznamné.
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Graf 12: Spory

Spory; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 36)=,07532, p=,97289
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Na grafu 12 mizeme vidét primérné hodnoty poctu spor. Vyssi primérné hodnoty byly
naméfeny u vzorkd mléka z farem (MF) s pocty spor na hranici 1 x 10" KTJ/ml. Niz§i poget
spor vykazuji mléka z automati (MA) s hodnotami kolem 7 KTJ/ml, tedy < 10" KTJ/ml.

Pocty spor jsou primérné vyssi ve vzorcich z farem v porovnani se vzorky z automati.

Rozdily nejsou statisticky vyznamné.
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6 Diskuze

V ramci této diplomové prace, ktera navazovala na praci bakaldiskou, byly sledovany
4 rizné parametry syrového kravského mléka z celkem 4 mist, 2 farem z tzv. pfimého prodeje
ze dvora a ze 2 mlécnych automati. Stanovenymi parametry byly pocty enterokokd,
koliformnich bakterii, celkového po¢tu mikroorganismu a sporotvornych bakterii.

Ve vzorcich mléka z farmy byly v této diplomové praci naméfeny maximalni hodnoty
enterokokii 3,72 x 10 KTJ/ml pii sedmém odbéru. Podet koliformnich bakterii dosahl
vysokych hodnot také pfi sedmém odbéru, maximalné se pocty pohybovaly do 1,31 X 10°
KTJ/ml. Stanoveni CPM se nachazelo v rozmezi od 2,3 x 10° do 2,13 x 10* KTJ/ml. Hodnoty
sporotvornych bakterii byly kromé &tvrtého odbéru pod limitem < 10 KTJ/ml.

Meshref (2013) se zabyval mikrobiologickou kvalitou syrového mléka a uvadél
vysledky stanoveni CPM a koliformnich bakterii ze 38 vzorki mléka. Pti stanoveni CPM bylo
dosazeno hodnot Vv rozmezi 2,1 x 10* az 4 x 10® KTJ/ml. Stanoveni poctu koliformnich
bakterii, kterym se studie také zabyvala, zaznamenala v rozmezi hodnot < 3 do 1,5 x 10’
KTJ/ml. V porovnani s diplomovou praci, kde byly max. hodnoty CPM do 2,61 x 10* KTJ/ml
a pocty koliformnich bakterii 1,31 x 10 KTJ/ml, se jedné o hodnoty velmi vysoké.

Také ve studii Némcové et al. (2011) byl stanovovan CPM, pocet koliformnich bakterii
a poCet enterokokil. V syrovém kravském mléce se hodnota CPM pohybovala kolem 6,4 x 10°
KTJ/ml. Podet koliformnich bakterii byl zaznamenan v hodnotach 2,6 x 10> KTJ/ml.
Stanoveni hodnoty enterokoki uvadi vysledek 1,7 x 10" KTJ/ml. V této praci byla hodnota
CPM vyssi, ne vSak vyraznéji, nez v uvadéné studii. Pocet koliformnich bakterii a enterokokti
byl také nalezen vyssi. V ptipadé koliform ne 0 mnoho, ve stanoveni enterokokii o vice nez
1 fad.

V ramci studie Pazlarové et al. (2011) byl sledovan vyskyt koliformnich bakterii
a enterokokt. Tato studie probihala v letech 2007 — 2010 a zahrnovala nejen stanoveni
patogentt v syrovém mléce z farem, ale i z mléénych automati, k jejichz vyznamnému
rozsifeni doslo praveé v téchto letech. Nejprve se studie zabyvala stanovenim mikroorganismu
ve vzorcich mléka z farem. Syrové mléko z tanku obsahovalo koliformni bakterie v rozmezi
hodnot 2 x 10! a7 1,5 x 10®° KTJ/ml. Pocet enterokokii byl zaznamenan v hodnotich od
1,3x 10% do 1,1 x 10°> KTJ/ml. Mléko z tanku z farem v ramci diplomové prace dosahovalo
max. hodnot koliformnich bakterii 1,31 x 10° KT)/ml, tedy témét shodné se studii. Pocet

enterokokil byl ve srovnani se studii niz$i o min. 2 fady.

50



Pokracovanim studie Pazlarové et al. (2011) byla krom¢ jinych stanoveni také
identifikace koliformnich bakterii a enterokokli v mlé¢nych automatech. V pribéhu 4 mésict
byly odebirany vzorky mléka ze 4 riznych mléénych automati v celkem 20 odbérech.
Pti stanoveni koliformt bylo zjisténo rozmezi jejich poctu < 1 az 2,2 X 10" KTJ/ml. Zjisténé
hodnoty po¢tu enterokoki se pohybovaly od < 10* do 2,5 x 10° KTJ/ml. Diplomova prace
také zjist'ovala pocet koliformnich bakterii v mléku z mléénych automatii, s maximem hodnot
8,95 x 10° KTJ/ml, a podet enterokoki, kde byla hodnota do 2,92 x 10> KTJ/ml. V porovnani
S touto praci, studie zaznamenala nizs$i hodnoty koliformnich bakterii, ale naopak o jeden tad
vys$si hodnoty enterokokii.

Ve studii zabyvajici se identifikaci bakteriologické kvality mléka od farmaiti az po
prodej Kalupahana & Silva-Fletcher (2016) zjistili, ze se obsah CPM v syrovém mléce
pohyboval v rozmezi 2 x 10° az 3 x 10" KTJ/ml. Hodnota uvedena ve studii je v porovnani
S touto praci o nékolik fadt vyssi.

Mikrobiologickou kvalitou syrového kravského mléka a jeji potencidlni kontaminaci
se zabyvali také Pandey et al. (2014), ktefi vyhodnocovali obsah koliformnich bakterii
a CPM. Zjisténé hodnoty CPM se pohybovaly kolem 4 x 10° KTJ/ml a obsah koliformi byl
4,6 x 10° KTJ/ml. Naméfené max. hodnoty CPM v diplomové praci byly 2,61 x 10* KTJ/ml,
tedy o mnoho tadu nizsi, stejne jako obsah koliformnich bakterii vyssi v ramci adu.

CPM také uvadéli Bonfoh et al. (2006), jejichz namétené hodnoty se pohybovaly od
4,8 x 10° do 1,6 x 10" KTJ/ml. Rovn&z byly hodnoceny koliformy a enterokoky, kde autofi
zjistili hodnoty v rozmezi 1,1 x 10* a7 1,1 x 10° KTJ/ml.

Silva et al. (2016) se zabyvali stanovenim CPM. Z jednoho regionu bylo nahodné
vybrano 5 ze 13 chladicich center a z nich odebrany vzorky z chladicich tanki na mléko. Pred
zavedenim spravné praxe managementu (Good Management Practices) se hodnoty CPM
pohybovaly v arovni pied 10" KTJ/ml. Po implementaci nové praxe byly vysledné hodnoty jiz
v rozmezi do 10® KTJ/ml. Hodnoty CPM jsou v porovnani s diplomovou praci vysi o 3, resp.
2 tady.

Podle studie Smigic et al. (2012) bylo zjisténo, ze pouziti systtmu HACCP ma
vyznamny vliv na sniZzeni kontaminace mléka. Béhem 4 let bylo testovano 45 600 vzorku
syrového mléka se zavérem, Ze hodnota CPM byla zredukovéna z hodnoty presahujici 10° na
pocet pod 10 KTJ/ml béhem 8 mésict po zavedeni systému HACCP.

Millogo et al. (2010) uvadéji jako zdroj kontaminace syrového kravského mléka vliv

suché a destivé sezony. Byly odebrany vzorky individualné ptimo od dojnic, z tankt z farem,
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z konvi na mléko, z tankli na zpracovani mléénych vyrobkil a z lokalnich trhii. Vysledky
ukézaly, Ze niz$i podty CPM (pod 10* KTJ/ml) byly nalezeny ve vzorcich od dojnic ne
vzorky z dal$iho zpracovani. Celkovy pocet mikroorganismti ve vzorcich mléka z farmy byl
10° KTJ/ml, vzorky z konvi na mléko, z tankil na zpracovani mlé&nych vyrobkii a z lokélnich
trhii obsahovaly 10’ KTJ/ml. V porovnani s diplomovou praci, hodnoty CPM z mléka z farmy
dosahovaly max. 10* KTJ/ml. Nizké poéty CPM jak ve studii, tak v této praci mohou byt
zpusobeny minimem podilu lidské prace.

Stanovenim poctu sporotvornych bakterii se zabyvali Coorevits et al. (2008).
Porovnavali celkem 930 vzorkli syrového mléka z 10 konvencnich a ekologickych farem
Vletnim a zimnim obdobi a byla posuzovana pfitomnost sporotvornych bakterii. Byly
prokazany bakterie rodu Bacillus sp. a jejich spory se nachazely ve v§ech vzorcich, od hodnot
< 2 az do 144 KTJ/ml. Mén¢ spor se ve vzorcich nachazelo v zimnim obdobi. V ramci této
prace byly nalezeny spory v nizsich poctech, od 0 do 89 KTJ/ml. Hodnoty v obou pracich
jsou si podobné.

Suelam et al. (2016) sledovali 153 vzorkt syrového mléka a v 61 z nich (39,9 %) byl
ptitomen sporotvorny Bacillus cereus. Také ve studii Pacova et al. (2003) testovali 56 vzorku
syrového mléka a ve vSech potvrdili ptitomnost rodu Bacillus sp.

Giffel & Beumer (1998) identifikovali spory produkované Bacillus cereus ve vzorcich
syrového mléka z farem, a to v 35 % piipadd. Béhem zimy, kdy dojnice byly ustajeny uvnitf,
se kontaminace zvysila z divodu vétsiho znecisSténi mlécné zlazy.

Také studie Liickinga et al. (2013) vyhodnotila panel 467 vzorkl a pfitomnost spor
Vv nich. Zjistila pfitomnost termorezistentnich spor piezivajicich teploty nad 100 °C po dobu
20 minut vjedné tfetiné vzorkd, méné byly také nalezeny bakterie produkujici vysoce

termorezistentni spory odolné vici teploté 125 °C po dobu 30 minut.

Tato diplomova prace také sledovala vzorky mléka z mléénych automatii. Zaznamenany
byly hodnoty pro stanoveni enterokokt dosahujici maxima pii sedmém odbéru 2,92 X 10?
KTJ/ml. Pti stanoveni koliformid bylo dosazeno nejvyssich hodnot rovnéz pti sedmém odbéru,
a to ve vzorku mléka zprvniho automatu shodnotou 8,95 x 10° KTJ/ml. Hodnoty
koliformnich bakterii se vzajemné mezi sebou neliSily vyrazné, s vyjimkou sedmych odbéri.

Tato skute¢nost mohla byt zplisobena abnormalné vysokymi letnimi teplotami.
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CPM u vzorkll z mlé&nych automati byl v priméru 1,42 x 10% a 1,39 x 10* KTJ/ml.
odbért se hodnoty vyrazné nelisily.

Ve studii Kucerové et al. (2009) byla zjisténa v syrovém mléce populace enterokt
vrozmezi 1 x 10° — 1 x 10° KTJ/ml. V diplomové praci se hodnoty CPM pohybovaly
V nizsich hodnotach, max. 2,61 x 10* KTJ/ml.

Dalsi studii, ktera fesi vyskyt enterokokli v syrovém mléce, se zabyvali Fabianova et al.
(2011). Namé&fené hodnoty v syrovém mléce se pohybovaly kolem 6,5 x10° KTJ/ml. Coz je
vys$si hodnota, nez pocet zjistény v ramci této prace.

Mikrobiologickou kvalitou syrového mléka v Jihomoravském kraji se zabyvala studie
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné (Bogdanovicova & Chmelat 2014). Poukazala
na rozdilnou kvalitu mléka v zavislosti na konkrétni farmé, odkud mléko pochézelo. Studie
testovala 30 vzorkli mléka, ztoho 10 vzorkd z mlécnych automati na obsah CPM
a enterokokt.. Pfi stanoveni CPM zjistila piekroc¢eni povoleného obsahu KTJ/ml v jednom
pfipadé¢ a ve vzorcich mléka zjedné¢ farmy identifikovala nékolikrdt vysoké mnozstvi
enterokokil.

V ramci dalsi studie na téma kvality mléka z jihomoravskych mlécnych automatt
Bogdanovicova et al. (2015) sledovali parametry pro syrové kravské mléko. Celkem bylo
odebrano 45 vzorki mléka z 9 mlécnych automatli a zjistovano stanoveni enterokoki,
koliformnich bakterii a CPM. Na zaklad¢ vysledkii byly zaznamenany hodnoty pro pocet
enterokokii vrozmezi 1,3 x 10* az 3,6 x 10° KTJ/ml, v letnim obdobi nebyly poéty
enterokokd zvySeny, z toho lze usuzovat, ze rezim chlazeni mléka v automatech byl
adekvatné vyhovujici v pribehu celého roku. Ve srovnani s diplomovou praci byly hodnoty
enterokoki v mléce z mlécnych automati 2,92 x 102 KTJ/ml, coz jsou hodnoty velmi
podobné v uvedené studii. Pfitomnost koliformnich bakterii byla nalezena v 93,3 % vzorki.
Pii stanoveni koliformnich bakterii se hodnoty pohybovaly v rozmezi 1,0 x 10° az 5,6 x 10°
KTJ/ml. Maximalni pocty koliformnich bakterii v mléce z automati byly v této praci
zaznamenany 8,95 x 10? KTJ/ml, v mléce z farem 1,31 x 10° KTJ/ml. Ve stanoveni CPM byly
zaznamenany hodnoty v rozmezi 8,1 x 10° az 2,4 x 10° KTJ/ml. V 1ét& nebyly hodnoty CPM
V porovnani s chladn€j$imi meésici roku zvySeny. V ramci diplomové prace byly hodnoty
CPM z mlé&nych automatd v rozmezi 3,6 x 10° a7 2,61 x 10* KTJ/ml, tedy zhruba o jeden fad

VySSi.
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Karpiskova et al. (2011) se také zabyvali vyskytem patogennich bakterii v mléce
z mlécnych automati. Bylo odebrano 219 vzorki mléka z27 mléénych automath
pochézejicich z 15 farem ve tiech krajich CR. Tato studie zjistila pfitomnost nékterych
patogenil ve 145 vzorcich mléka z celkovych 219 (66,2 %).

Studie Cempirkové (2002) zjistovala pfitomnost sporotvornych bakterii a také
stanovovala CPM. V souboru 144 vzorkii mléka bylo zahrnuto také stanoveni poctu
psychrotrofnich bakterii v¢etné sporotvornych bakterii v rozsahu 0,7 x 10% az 6,48 x 10*
KTJ/ml a CPM v hodnotéach 5 x 10° az 4,24 x 10° KTJ/ml. Na rozdil od diplomové préace jsou
hodnoty spor ve studii nékolikanasobné vyssi, vysledky CPM jsou také o 2 fady vyssi.

Sutherland & Murdoch (1994) se =zabyvali pfitomnosti sporotvornych bakterii
vV syrovém mléce. Béhem 10 mésicti bylo mési¢né odebirano po 3 vzorcich syrového mléka
z 5 farem, 5 tankll na mléko a z 5 mléénych zasobnich sil. Vysledkem bylo zjisténi nizkého
po&tu spor v rozmezi 0 az 9,65 x 10° KTJ/ml. Nejvyssi podty spor byly nalezeny v mléce
Vv zimnim obdobi, naopak nejnizsi v 1ét€. Vysledky stanoveni spor v diplomové praci se
pohybovaly do max. hodnot 8,9 x 10* KTJ/ml.

Obsah CPM byl zjistovan v ramci hodnoceni jakosti syrového mléka (Smetana et al.
2009), jehoz hodnoty byly sledovany v priibdhu roku. Bylo naméfeno rozmezi hodnot 3 x 10*
az 6 x 10* KTJ/ml. V porovnani s touto studii dosahuji vysledky stanoveni CPM v diplomové
praci na spodni hranici CPM uvedené ve studii.

Stanoveni CPM bylo také sledovano ve studii Vliv chladirenskych teplot na rist
a proteolytickou ¢innost mikroorganismii syrového mléka (Chramostova et al. 2014).

Seydlova & Snaselova (2010) vramci studie Soucasny stav mikrobiologické
a bakteriologické kvality syrového mléka urcovaly stanoveni obsahu koliformt, enterokok
aspor. Zcelkovych 90 vzorkt byly kolifomni bakterie identifikovany v 67 % vzorkd,
enterokoky v 55 % vzorku a spory ve 45 % ptipadi vzorki. Koliformni bakterie byly zjistény
v rozmezi hodnot < 1 x 10% az >7 x 10% KTJ/ml. V porovnani s diplomovou praci byly poéty
koliformnich bakterii do max. 1,31 x 10° KTJ/ml. Spory nebyly prokdzany v Zadném
ze vzorkl. To, ze nebyly nalezeny, v protikladu K ostatnim patogennim mikroorganismiim,
mohlo svédcit o velmi dobrém sanitacnim procesu na farme¢. V ramci diplomové prace byly
zjistény spory < 10" KTJ/ml , pouze v jednom odbéru byly zjistény hodnoty do max. 8 x 10*
KTJ/ml.

Studie Vyletélové et al. (2011) se také zabyvala mikrobiologickou kvalitou mléka

z jesenickych mlé¢nych automatt. Byly sledovany vzorky syrového mléka ze dvou mlécnych
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automatll, z kazdého automatu 24 vzorkd, ve kterych probihalo stanoveni CPM, koliformnich
bakterii a spor. V ramci tdchto stanoveni byly namé&feny vysledky hodnoty CPM 8 x 10°
az 9 x 10° KTJ/ml, pocty koliformd se pohybovaly v rozsahu 6 az 7 x 10* KTJ/ml. Obsah
sporotvornych bakterii byl identifikovan v 11 vzorcich a pohyboval se v hodnotach 2 az 3
x 10" KTJ/ml. Vysledky stanoveni CPM v mléce z mléénych automati v diplomové praci se
pohybovaly do max. 2,61 x 10* KTJ/ml, stanoveni po&tu koliformnich bakterii bylo zjisténo
v maximalni hodnot& 8,95 x 10> KTJ/ml a obsah sporotvornych bakterii byl pouze v jednom
odbéru max. 5,1 x 10" KTJ/ml, v ostatnich piipadech < 10' KTI/ml. V této diplomové praci
tedy byly zjistény vyssi hodnoty, nez ve studii, ale mléko stile spliiovalo vSechny limity

pozadované legislativou.

Z vysledkd vyplyva, Ze limit pro CPM pro syrové kravské mléko udavany Natizenim
&. 853/2004 Sb. s hodnotou < 10° KTJ/ml, byl ve viech vzorcich splnén. Stejné jako u vzorki
mléka z farem, i hodnoty sporotvornych bakterii ve vzorcich mléka z mléénych automatt byly
pod limitem < 10* KTJ/ml. Ve &tvrtém odbéru jako u mléka z farmy byly zaznamenany vyssi
hodnoty. Pfi¢inou mohl byt vliv letniho pocasi s vysokymi teplotami.

Rozdilné hodnoty stanoveni ve vzorcich mléka z mlécnych automatt a této diplomové
prace mohly byt zptisobeny rozdilnou urovni hygieny dodrzované pii vyrobé mléka. Dale je
také moznym diivodem stale vysoky pocet kontrol na prodej syrového mléka z automatt
a s tim spojené dodrZovani limit pro vyskyt mikroorganismi.

Ve stupni kontaminace mulZze hrat vyznamnou roli lidsky faktor a dodrzovani
hygienickych opatfeni pfi manipulaci s mlékem.

Syrové mléko je doporu¢ovano pied konzumaci tepelné oSettit, ¢imz se vyrazné snizi
obsah kontaminantnich bakterii a je tedy bezpe¢né pro konzumaci.

Mléko je mikrobiologicky kvalitni a nemiZe ohrozit zdravi ¢loveka.
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7 Zavér

e Vramci této diplomové prace byla sledovana mikrobiologicka kvalita syrového
kravského mléka ze dvou mléénych automati a ze dvou piimych prodeja z farmy.
Sledovanymi parametry byl pocet enterokokti, pocet koliformnich bakterii, celkovy
pocet mikroorganismi a pocet sporotvornych bakterii.

e Viechny odbéry spliiovaly normu CSN 570529 pro stanoveni enterokokd
a koliformnich bakterii, ktera uvadéla max. povoleny limit 10° KTJ/ml. Tato norma
byla zrusena bez ndhrady. Maximalni pocet enterokokii u mléka z automata
dosahoval 2,92 x 10 KTJ/ml a maximélni hodnota koliformnich bakterii byla 8,95
x 10* KTJ/ml. Mléka z automatil vyhovéla také CPM, nejvyssi zjisténa hodnota 2,61
x 10* KTJ/ml byla pod limitem 10° KTJ/ml, ktery stanovuje Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢&. 853/2004 Sb. Norma CSN 570529 pro spory pozadovala
negativni sporotvorné anaerobni bakterie v 0,1 ml mléka, ¢ehoz bylo dosazeno ve
vSech odbérech, kromé jednoho. Vzorky mléka z automatii se ve vSech stanovenich
mezi sebou v prabéhu roku pfilis nelisily.

e Vzorky mléka zfarem z ptimého prodeje téméf vSechny vyhovély legislativnim
pozadavkum. V piipadé normy splnily limit pro enterokoky, s max. zjisténou
hodnotou 3,72 x 10* KTJ/ml. Limit pro koliformy byl prekroden v jednom odbéru,
s hodnotou 1,31 x 10° KTJ/ml, ostatni odbéry splnily normu. Maximalni zjitény
CPM byl 2,13 x 10* KTJ/ml, limit Nafizeni & 853/2004 Sb. nebyl piekrocen.
Sporotvorné bakterie vV jednom odbéru (ctvrtém) piekro€ily limit normy, podobné
jako u mléénych automatii. AvSak ve vSech ostatnich odbérech bylo dosaZzeno hodnot
< 10" KTJ/ml.

e Syrové mléko zmlécnych automatti bylo mikrobidlné kvalitn€jsi nez z farem
z piimého prodeje. Mléko spliiovalo pozadavky normy CSN 570529 i Natizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 Sb.
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