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Mikrobiologicka kvalita buvoliho mléka

Souhrn

Po kravském mléce patii buvoli k nejprodukovanéjsim mlékiim svéta. Jednim z diivodt
klimatickymi zménami. Lze predpokladat, ze s vétSim poctem chovanych buvolll bude stoupat
1 zastoupeni buvoliho mléka a mlénych vyrobki na spotiebitelské ptidé. Nicméné s naristajici
poptavkou je dilezité i kontrolovat kvalitu danych vyrobkd, pficemz za nékteré z parametri
sledovanych u mléka a mlé¢nych vyrobkti zodpovidaji mikroorganismy.

V ramci diplomové prace bylo analyzovano 10 smésnych vzorklt buvoliho mléka
v pribéhu 4 mésicti ziskaného z ceské farmy nedaleko Ptibrami, ktera chova buvoly
za ekologickych podminek. Pomoci plotnovych kultiva¢nich metod byly stanovovéany pocty
a prukaznost jednotlivych mikroorganismti, které se casto sleduji v souvislosti
s mikrobiologickou kvalitou kravského mléka. Sledoval se pocet CPM, Escherichia coli,
koliformnich bakterii, bifidobakterii, bakterii mlécného kvaSeni, laktobacili, kvasinek, plisni,
stafylokokt a Staphylococcus aureus. Soucasné probihala analyza patogennich bakterii rodu
Salmonella a Listeria, u kterych byly pouzity metody prikazu. Pro zjisténi prevladajici
mikrobioty byla pokazdé provadéna kvasna zkouska.

Pramérny pocet CPM ¢inil 4,1 - 10° KTJ/mL, pfi¢emZ nepiesahoval limit stanoveny
legislativou (< 500 000 KTJ/mL) pro jiné nez kravské mléko, a dokonce by se dle limith
pro kravské mléko dal zatadit mezi I. tfidu jakosti. Koliformni bakterie byly sledovany
v primérném poctu 2 KTJ/mL, coz by odpovidalo v minulosti stanovenym, ale jiz
nenahrazenym limitim pro kravské mléko. V malém mnozstvi 2,0 - 10! KTJ/mL byly
sledovany i kvasinky a plisné, pfi¢emz nedoslo k pfekro¢eni maximalniho limitu. Ackoliv by
BMK mély zastavat majoritni mikrobiotu, v této praci byly zjiStény v primérném mnoZzstvi
9,9 10' KTJ/mL. S tim souvisejici zastoupeni laktobacilti s primé&mou hodnotou <1,00
KTJ/mL dosahovalo velmi nizkych hodnot. Rod Bifidobacterium spp., ktery by v syrovém
mléce nemél byt pfitomen z divodu mozného fekalniho znecisténi, byl detekovan jedenkrat
v mnozstvi 2,5 -+ 10* KTJ/mL. E. coli, salmonely a listerie nebyly detekovany viibec, coz je
v souladu s legislativou. V primérném zastoupeni 2,4 - 10> KTJ/mL byly zji§tény stafylokoky,
pro které neni stanoven legislativni limit. Jejich patogenni zastupce Staphylococcus aureus byl
béhem 3 odbéri detekovan, ale pouze jednou potvrzen Staphylase testem jako
koagulazopozitivni v mnozstvi 1,3 - 10> KTJ/mL. Na zaklad& kvasné zkousky byla zjisténa
pfevaha kyselinotvornych mikroorganisma v zimnich mésicich roku 2021 a s nastupem nového
roku proteolytickych mikroorganismu.

Mikrobiologicka kvalita zkoumaného buvoliho mléka by se dala posoudit jako pfizniva
z hlediska zjisténych kvantitativnich i kvalitativnich stanovenich danych paramterd. Nicméné
nutno nezapomenout na piitomnost patogenniho S. aureus, ktery by mohl znamenat ohrozeni
zdravi zvitete i Cloveka.

Kli¢ova slova: buvoli mléko, mikrobiologie, kvalita, patogen



Microbiological quality of buffalo milk

Summary

After cow's milk, buffalo milk is one of the most produced milks in the world. One
of the reasons for the growing interest may be the increasing number of suitable locations for
buffalo farming due to climate change. It can be assumed that as the number of buffaloes raised
increases, so will the representation of buffalo milk and dairy products on consumer land.
However, as demand increases, it is also important to control the quality of these products, and
microorganisms are responsible for some of the parameters monitored in milk and milk
products.

In the framework of the thesis, 10 mixed samples of buffalo milk over a period of 4
months obtained from a Czech farm near Pribram, which raises buffalo under organic
conditions, were analysed. The numbers and significance of individual microorganisms, which
are often monitored in relation to the microbiological quality of cow's milk, were determined
by means of plate culture methods. The numbers of TPC, Escherichia coli, coliforms,
bifidobacteria, lactic acid bacteria, lactobacilli, yeasts, fungi, staphylococci and Staphylococcus
aureus were monitored. At the same time, pathogenic bacteria of the genus Salmonella and
Listeria were analysed using detection methods. A fermentation test was carried out each time
to determine the predominant microbiota.

The average TPC count was 4,1-10° CFU/mL, which did not exceed the limit set by
legislation (< 500 000 CFU/mL) for non-cow's milk and could even be classified as Class I
according to the limits for cow's milk. Coliforms were monitored at an average of 2 CFU/mL,
which would correspond to the previously established but no longer replaced limits for cow's
milk. Yeasts and moulds were also monitored in small amounts of 2,0 - 10! CFU/mL, without
exceeding the maximum limit. Although LABs should represent the majority of the microbiota,
in this work they were detected in average amounts of 9.9 - 10! CFU/mL. The associated
lactobacilli representation with an average value of <1.00 CFU/mL was very low. The genus
Bifidobacterium spp., which should not be present in raw milk due to possible faecal
contamination, was detected once at 2.5 - 10* CFU/mL. E. coli, salmonella and listeria were not
detected at all, which is in line with the legislation. Staphylococci, for which there is no
legislative limit, were detected in an average of 2.4 - 10> CFU/mL. Their pathogenic
representative, Staphylococcus aureus, was detected during 3 samplings but only once
confirmed by the Staphylase test as coagulase-positive in the amount of 1.3 - 10> CFU/mL.
Based on the fermentation test, a predominance of acid-fast microorganisms was detected in
the winter months of 2021 and proteolytic microorganisms with the onset of the new year.

The microbiological quality of the buffalo milk examined could be considered
favourable in terms of the quantitative and qualitative determinations of the parameters found.
However, the presence of pathogenic S. aureus, which could pose a threat to animal and human
health, should not be forgotten.

Keywords: buffalo milk, microbiology, quality, pathogen
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1 Uvod

Nepostradatelnou soucasti jidelnicku je mléko a mlééné vyrobky, které poskytuji
makronutrienty i mikronutrienty potfebné pro spravné fungovani organismu. Mléko pochazejici
od buvoll hraje v soucasnosti zdsadni roli v zaji$téni potravin v rurdlnich i urbanistickych
oblastech v celosvétovém méfitku, zejména v Cing, Indii, Bulharsku a Pakistanu. Celosvétova
produkce buvoliho mléka stale stoupd a ziskava si na oblibé zejména z dlivodu bohatého obsahu
hlavnich komponent a unikatni chuti. Produkce buvoliho mléka se rozsifuje i na evropské
uzemi, pfevazné v Itdlii, ba i do naSich krajin. Na ceském uzemi je zpracovavano
a konzumovano prevazné mléko kravské, nicméné pred lety se trh rozsifil i o mléko buvoli,
které je ziskavano od buvoli chovanych na jediné buvoli farmé v Ceské republice.

S nartistajici produkei je uzce spojena i kontrola kvality mléka, kterd ma jednak
hygienickou rovinu, tak i mikrobidlni. At uz se jedné o mléko kravské ¢i buvoli, hygienickou
¢i mikrobialni kvalitu, je dulezité zajistit zdravotni nezdvadnost potraviny pro spotiebitele.
Mléko ziskané od buvolii obsahuje vice bilkovin, tuku, laktéozy a suSiny v porovnani
s kravskym mlékem. Diky jedinecnému sloZeni a vlastnostem piedstavuje vhodnou surovinu
pro vyrobu masla, syr ¢i zmrzliny, ale i idealni prostfedi pro rist mikroorganisma. Syrové
mléko jako takové mize byt totiz zdrojem jednak téch zdravi prospésnych, ale i patogennich
mikroorganismu. Z tohoto divodu je nutné sledovat mikrobialni zastoupeni pro piedchazeni
mozného ohroZeni zdravi a soucasné predchazet kontaminaci pomoci dodrzovani hygienickych
zasad.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Vzhledem k odlisnému zpisobu chovu buvoll je o¢ekavan rovnéz odlisny
mikrobiologicky obraz vzorkli mléka.

Cilem prace je v teoretické Casti piehledna literarni reSerSe zamétend na problematiku
mikrobiologické kvality mléka, konkrétn€ buvoliho. V praktické casti je pak cilem
mikrobiologicky rozbor vzorkd buvoliho mléka, pomoci vhodnych metod.



3 Literarni reSerse

3.1 Chov buvola domaciho

Buvol doméci, vodni buvol nebo také Bubalus arnee f. bubalis, se tadi
k domestikovanym formam buvola indického a dé€li se na dva poddruhy: buvola fi¢niho
a buvola bazinného. Vyznacuje se vysokou imunitou vii¢i chorobam a schopnosti Zivit se
levnymi krmivy pii efektivnim vyuZiti slozek krmiva. V mnoha zemich je cennym zvifetem
z ditvodu jedine¢nych vlastnosti buvoliho mléka (FAO 2021, Czerniawska-Piatkowska et al.
2010).

3.1.1 Pozadavky na chov

Diky snadné adaptaci k riznym piirodnim podminkdm je mozné buvoly potkat témét
na kazdém kontinentu. Chovaji se ve vyspélych zemich i v zemich s primitivnéjSimi
zeméd€lskymi technikami (Czerniawska-Piatkowska et al. 2010). Chov buvoli obvykle
probiha extenzivné na mokrych pastvinach, které jsou pro buvoly stéZejnim z dlivodu efektivni
termoregulace. Na rozdil od skotu doméciho (Bos taurus) disponuji menSim poctem potnich
zlaz (Joshi et al. 1968; Czerniawska-Piatkowska et al. 2010), a tudiZ termoregulace musi byt
podporovana vodnimi koupelemi. Kritickym obdobim pak mohou byt horké dny, kdy je nutné
zajistit zvifatim pfistup k potoku, fece ¢i uméle vytvorenym bazéniim. Pfipadnou moznosti
mohou byt i studené¢ sprchy (Czerniawska-Piatkowska et al. 2010). Zamérna distance
od vodniho prostiedi, zajisténa ¢lovékem, miize zplsobit Spatnou produktivitu a reprodukci
(Marai & Haeeb 2010).

V 1ét¢ hraje diilezitou roli poskytnuti ptistfesku, pod kterym zaujimé své misto i krmivo,
voda a dojici technika, pro ochranu pifed silnym slunec¢nim zafenim a deStém. Naopak béhem
zimniho obdobi je vhodné postavit zastfeSené, tiisténné tkryty, chranici zvifata ptfed sn¢hem
a silnym vétrem. V pifipadé dlouhotrvajicich neptiznivych podminek musi byt poskytnuto
krmivo (Czerniawska-Piatkowska et al. 2010).

Buvoli chovani pro mlékatskou produkci mohou byt po cely rok umisténi v komorovych
stodolach v ramci intenzivniho chovu (Borghese & Moioli 2002).

3.1.2 Krmeni

Extenzivni systém umoziiuje volny pohyb na pastvé béhem piiznivych rocnich dob,
pfi¢emz se dany zpusob uplatituje zejména v rdmci Evropy a Blizkého vychodu (Borghese &
Moioli 2002). Umoznit buvolim pfistup na pastvu je soucasné¢ vhodné z divodu mensi
naroc¢nosti na kvalitu porostu. Buvoli jsou schopni efektivnéji vyuzit porost s niz§im obsahem
zivin v porovnani s domacim skotem (Thomas 2004). Seno, silaz, kukufi¢na zrna a jejich
vedlejsi produkty patii k hlavnim zdrojim piijimanych zivin. K vedlej$im produktim lze fadit
fepové fizky, pivovarské kvasnice, slupky od raj¢at ¢i odpadni produkty pii zpracovani cukrové
titiny a bavlny (Borghese & Moioli 2002).

Borghese a Moioli (2002) uvadi ptiklad denniho pfijmu Zivin pro vysoce vynosné
buvoly chované v Italii, pficemz 16 kg tvoii kukufi¢na sildz, 7,5 kg seno, proteinovy koncentrat
3,0 kg a kukufti¢né zrno 1,3 kg.
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Zaroven je vSak nutné zminit, Ze se nutri¢ni pozadavky buvoli samice li§i na zakladé
obdobi, ve kterém se krava nachazi. V zivoté kravy existuji dvé stadia: obdobi laktace a obdobi
stani na sucho. Za fazi stani na sucho se povazuje ¢asovy usek mezi koncem laktace, porodem
a zaCatkem dalsi laktace. Béhem této faze by mél protein poklesnout ze 13 % na 7,5 % suSiny.
Buvoli disponuji vétsi kapacitou pro utilizovani proteinu z krmiv, které dostavaji béhem faze
stani na sucho. Faze laktace obvykle trva 270 dni a mlé¢na uzitkovost se po oteleni zvySuje
a dosahuje maxima mezi Ctvrtym a Sestym tydnem. Procentudlni zastoupeni proteinu béhem
lakta¢ni faze Cini necelych 16 %. ZvySené koncentrace proteinu zpusobuji zvySeni glykémie
a snizeni inzulinémie, coz umozni vétsi dostupnost glukézy diky syntéze laktozy (Fagiolo et al.
2005). Pro porovnani denni pfijem suSiny dojnice skotu, pti produkci 25 kg mléka denné, by
mél Cinit 20 kg. Protein by mél zastupovat 15 % denniho pfijmu. Naopak b&hem faze stani
na sucho by dojnice méla ptijimat cca 14 kg susiny (Erickson & Kalscheur 2020).

3.1.3 Reprodukce

Buvoli, obdobné¢ jako skot, patii k polyestralnim Zivo€ichiim, nicmén¢ oteleni zavisi na
srazkach, teploté okolniho protfedi, pfisunu krmiva i délce denniho slune¢niho svitu (Jainudeen
2004).

Radi se k pozdné dospivajicim zvifatim. Samice dosahnou pohlavni dospé&losti v 15-18
mésici a k reprodukei jsou piipraveny ve véku 24-36 mésicu. Pii pateni jalovic vSak chovatel
musi zohlednit nejen jejich vek, ale také hmotnost. Pfi prvnim pareni nebo inseminaci by mély
vazit 250-275 kg (Barile 2005). Primérna délka pohlavniho cyklu je 21 dni a ovulace nastupuje
pfiblizné 14 hodin po {iji, pfi¢emz samotna fije miZe trvat az 24 hodin. V pfipadé¢ pfipusténi je
samice biezi po dobu 310 dni (Ingawale & Double 2004). Po narozeni véha telete dosahuje 35-
40 kg.

Co se tyce pohlavni dospélosti samce, nastupuje okolo 18. mésice véku a k plemenitbé
mize byt pouzit od 3. roku zivota (Czerniawska-Piatkowska et al. 2010).

3.1.4 Produkce

V roce 2005 dle FAO doséhla produkce mléka 629,2 tun, z ¢ehoz 12,2 % tvoftilo mléko
buvoli. Dle FAO (2021) tvoti buvoli populaci ptes 270 miliont zvifat, zatimco 97 % je chovano
v Asii, kde vodni buvoli hraji zadsadni roli v Zivo€isné produkci. Soucasné vSak narlsta zajem
v oblasti Stfedomofti, Latinské Americe, ale i v Australii a Evropé (Obrazek ¢. 1). Jeden
z divodll muze byt ekonomicky benefit vychazejici z pozadavki na buvoli mléko, na které se
na rozdil od kravského nevztahuji specifické restrikce pozadované Evropskou unii o snizeni
produkce mléka (Fagiolo et al. 2005). Zemémi s nejvétsim poctem buvold mléEného skotu jsou
Indie, Pékistan, Cina, Egypt a Nepal. V Pakistanu, Egypté a Nepalu je vice dojnych buvolii nez
dojnych krav. Nejvétsimi producenty mléka z vodnich buvoli jsou Indie a Pakistan, kde buvolci
produkuji vice mléka nez skot (FAO 2021).

Buvol vodni se miize vyskytovat ve dvou poddruzich: ¥iéni a bazinny buvol. Ri&ni
buvoli tvofi pfiblizn¢ 70 % svétové populace vodnich buvoli. Mléko Fi¢nich buvoll tvofi
podstatnou c¢ast celkové produkce mléka v Indii a Pakistanu a také hraje dilezitou roli
na Blizkém vychod¢. Obvykle produkuji 1 500 az 4 500 litrd mléka za laktaci. Bazinny buvoli
jsou mensi a maji niz§i mléénou uzitkovost. Vyskytuji se predev§im ve vychodni Asii a jsou
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chovani pfevazné pro taznou silu. Maji vyrazn¢ delsi produkéni Zivot nez skot, poskytuji telata
a mléko az do véku 20 let. K mnoha faktorim, které omezuji komeréni produkci mléka buvold,
patii pozdni v€k zvifat pfi prvnim oteleni, sezonnost fije a dlouhy interval mezi otelenimi
a obdobim sucha (FAO 2021).

Svétova produkce buvoliho mléka

Jizni Amerika; 0,7 % Austrdlie, Evropa;
0,2%
Afrika; 2%

Asie; 97%

Asie Afrika Jizni Amerika Australie, Evropa

Obrazek €. 1 — Graf svétové produkce buvoliho mléka (FAO 2021)

MIéko lze konzumovat v tekuté formé€ nebo zpracovavat na Sirokou skalu vyrobkd, a to
bud’ samostatné¢, nebo ve smési s mlékem jinych hospodatskych zvitat. Vyrabi se kysané mléko,
maslo, ghi, kondenzované a susené mléko a syry (Borghese & Moioli 2002).

Mnoho farem vyrabi vlastni syry a smetanu, které ptimo prodavaji. Podle obsahu vody
jsou typické nasledujici druhy syru:

1) M¢ekké syry (obsah vody > 45 %): Karish, Mish a Domiati v Egypté¢; Madhfor v Irdku;

Mozzarella v Italii; Alghab v Syrii; Vladeasa v Rumunsku.

2) Polotvrdy syr (obsah vody 40-45 %): Beyaz peyneri v Turecku.
3) Tvrdy syr (obsah vody <40 %): Peyeryy, Turecko: Braila v Rumunsku; Rahss v Egypté;
bily solny syr v Bulharsku; Akkawi v Syrii.

Pouzivangjsi klasifikace syra je zaloZena na typu srdzeni: bud’ enzymatické srazeni
(syfidlem), nebo kyselé srazeni (po pfirozeném okyseleni nebo piisobenim mlécnych bakterit).
VétSina syrd vyrabénych ve Stfedomofi, vcetné¢ Mozzarelly, patii do kategorie syrt
s enzymatickym srazenim. Poptavka po vysoce kvalitni Mozzarelle v Italii a ve svété podnitila
nartst chovu buvoll v Italii a zlepSeni technik chovu zvitat. Produkce Mozzarelly je vyS$si nez
u vSech ostatnich syrti (Borghese & Moioli 2002).

Jogurt se vyrabi v Bulharsku, Rumunsku a Albanii z buvoliho, kravského nebo ovciho
mléka. Raha je fermentované mléko z Irdku, které se vyrabi bud’ z plnotu¢ného, nebo
odstiedéného mléka, a laban nebo khather jsou fermentovana mléka v Syrii, kterd se Casto
vyrabéji z buvoliho mléka (Borghese & Moioli 2002).
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3.1.5 Patologické stavy

Vyskyt onemocnéni objevujici se u buvolil mtize mit specificky, ale i charakteristicky
projev jako u skotu. Pravdépodobné z diivodu adaptace na horké a vlhké klima vykazuji buvoli
vetsi rezistenci k infekeim nez skot (Borghese & Moioli 2002).

Bakterie Escherichia coli, postihujici ptevazné telata, zpisobuje gastroeneterologickeé
patologie, které se mohou objevit i pii piitomnosti dalSich patogennich bakterii (Enterobacter,
Pseudomonas, Klebsiel), kokcidii ¢i virt. Soucasné E. coli, ale i Pasteurella, Staphylococcus
a Streptococcus, zpusobuji respiraéni potize vedouci k vysoké umrtnosti v piipade, ze
nedochézi k 1éCeni antibiotiky. K nejvaznéjSim onemocnénim patii hemoragicka septikémie,
objevujici se zejména v Asii, jejiz piivodcem je Pasteurella multicida. Vysoky pocet imrti 1ze
regulovat pomoci antibiotik a vakcinace. Tuberkuldza, bruceldza, leptospirdza ¢i listerioza patii
k dalSim zoon6zdm ohrozujicim organismus zvitfete (Borghese & Moioli 2002; Fagiolo et al.
2005).

Profylaxe hraje velmi dulezitou roli u nékterych virovych onemocnéni, které zptisobuji
neonatalni prijem (Rotavirus, Coronavirus), vyskytujici se zejména na farméch s intenzivnim
chovem. Infek¢ni bovinni rinotracheitida (IBR) a bovinni virova diarea (BVD) se §ifi rovnéz
zejména v ramci intenzivniho chovu (Borghese & Moioli 2002; Martucciello et al. 2009).

Parazitarni infekce patii k bézné se vyskytujicim onemocnénim, zejména v rozvojovych
zemich. Buvoli organismus mohou poskodit gastrointestindlni helminty, kokcidie, paraziti
postihujici jatra, krevni paraziti nebo i rozto¢i, pficemz kazdé onemocnéni zplsobené
zminénymi organismy zapficini ekonomické ztraty (Borghese & Moioli 2002).

3.2 Slozeni mléka

Obsah jednotlivych komponent buvoliho mléka zavisi na plemeni, krmivu, podminkach
prostredi i zdravotnim stavu kravy. Nize uvedené hodnoty vychdzi z primérnych hodnot napti¢
ovlivnitelnymi faktory.

Buvoli mléko obsahuje ptiblizné 83 % vody a 17 % suSiny, jejiz hlavni slozky jsou
uvedeny a porovnany s kravskym mlékem v tabulce ¢. 1. Tuk reprezentuje ptevladajici
komponent susiny, a to v mnoZzstvi 6,6 — 8,8 g - 100 g!, nicméné lze se setkatis 15 g - 100 g’!
v zavislosti na plemeni (Varricchio et al. 2007; El-Salam & EI-Shibiny 2011). Druhy nejvétsi
komponent zastupuje laktdza s obsahem 4,5 — 5,2 g - 100 g!. Protein je zastoupen v mnozstvi
3,8 —4,6 g - 100 g!. Popeloviny zaujimaji 0,71 — 0,90 g - 100 g'!. VySe zminéné hodnoty
indikuji fakt, Ze buvoli mléko je bohatsi na hlavni slozky v porovnani s kravskym mlékem (EI-
Salam & El-Shibiny 2011).

Minoritni komponenty, ve vztahu ke gramazi, zahrnuji enzymy, mineralni latky
vitaminy a mikroorganismy. Vapnik (Ca), fosfor (P) a hot¢ik (Mg) spadaji pod hlavni elementy
mineréalnich latek. Vapnik, v primémém mnozstvi 0,190 g - 100 g’!, se vyskytuje zejména
v nerozpustné formé diky pfitomnosti vysokého obsahu kaseinu. Obsah fosforu (180 mg/100 g)
se vyskytuje v koloidni anorganické formé (42,4 % z celkového mnozstvi P), jako rozpustny
anorganicky P (29,9 % z celkového mnozstvi P), kaseinovy P (17,3 % z celkového mnozstvi)
a organicky P (9,2 % z celkového mnozstvi). Draslik zaujiméa 110 mg a sodik 50 mg. Rozpustny
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hot¢ik zaujima piiblizné 50 % z celkového mnozstvi Mg, pti¢emz jeho hodnota se rovna 10 mg
ve 100 g mléka (El-Salam & El-Shibiny 2011; Medhammar et al. 2012).

Ze skupiny vitaminll 1ze v mléce najit hlavné vitaminy A a E (El-Salam & EIl-Shibiny
2011).

Tabulka €. 1 — Obsah slozek v buvolim a kravském mléce (El-Salam & EI-Shibiny 2011;
Medhammar et al. 2012)

Obsah vk ké
Obsah v buvolim mléce sah v kravskem

Slozka - 1 mléce
(g-100g7) (g - 100 g")
Voda 83 87,5
Tuk 6,6 — 8.8 3,5
Laktoza 45-52 5

Protein 3.8—-4,6 34
Popeloviny 0,71 - 0,90 0,7
Ca 0,19 0,15
P 0,18 0,14
K 0,11 0,15
Na 0,05 0,04
Mg 0,01 0,01

3.3 Porovnani kravského a buvoliho mléka

Vzhledem k pfevaze produkce kravského mléka (KM) je na misté porovnat obsah
jednotlivych slozek s buvolim mlékem (BM). Pti nahlédnuti do obsahové stranky mléka je jisté,
ze v BM se vyskytuje vétsi mnozstvi tuku (8 %) nez v mléce kravském (3,5 %). Soucasné k tani
mlééného tuku v BM dochéazi pfi vysSich teplotdch, za coz zodpovida vétSi zastoupeni
nasycenych mastnych kyselin vii¢i nenasycenym mastnym kyselinam (77:23). Zaroven se vétsi
vyskyt v BM objevuje u proteinti (4 %), laktozy (4,9 %) a popelovin (0,8 %) v porovnani s KM.
Mensi zastoupeni v BK 1ze nalézt u cholesterolu a fosfolipidii (Czerniawska-Pitkowska et al.
2010).

3.3.1 Lipidy

Tuk obsazeny v mléce se vyskytuje ve forme tukovych kapének (TK), jejichz velikost
ovliviluje mimojiné fyzikalné-chemické a funkéni vlastnosti syri (Michalski et al. 2004).
Primérna velikost tukové kapénky vbuvolim mléce (5,00 pm) zméfend pomoci
mikroskopickych metod je vySs$i nez u ostatnich prezvykavct vcetné kravy (Menard et al.
2010). Velikost kapének se 1isi i v ramci jedince, pficemz v buvolim léce je zastoupeno vétsi
mnozstvi velkych tukovych kapének nez v pfipadé mléka kravského. Soucasné BM ma
vyrovnangj$i rozlozeni jednotlivych rizné€ rozmérnych TK s velikosti 3-6 pm. Vliv sezonnosti
a laktace mlze zpusobit zménu velikosti kapénky, pficemz malé rozméry byly zaznamenéany
béhem pozdni laktace. Pfedpoklada se, ze zvétSeni TK buvoliho mléka mize byt zptisobeno
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zvySenym bunéénym metabolismem mlécné Zlazy a schopnosti produkovat mlécny tuk
(Schafberg et al. 2007).

Varricchio et al. (2007) uvadi primérny obsah nasycenych mastnych kyselin (SFA)
a nenasycenych mastnych kyselin (USFA) 65,5 % a 34,5 %, coz odpovida vys§imu zastoupeni
SFA a zarovent mensimu mnozstvi USFA v BM, nezZ je pfitomno v KM. Kompozice mastnych
kyselin mize byt vSak ovlivnéna plemenem a fazi laktace (Talpur 2007), konvencnim ¢i
organickym zptiisobem chovu (Bergamo et al. 2003), stejné tak jako krmivem (Varricchio et al.
2007). Navzdory rozdilnému zastoupeni mastnych kyselin se aterogenni index s hodnotami
pro KM 1.92-2.56 a BM 1.77-2.55 u obou mlék téméf nelisi (Talpur 2007). Zvlastni pozornost
by méla byt vénovéana konjugované kyselin¢ linolenové (CLA) z diivodu jejiho potencialniho
pozitivniho efektu na lidské zdravi. V BM je CLA obsazena v mnozstvi 0,9 g - 100 g!, zatimco
obsah CLA 0,7 g - 100 g! se vyskytuje v kravském mléce (Menard et al. 2010). Nicméng dané
hodnoty nelze povazovat jako dogma, protoze nékolik dalSich studii potvrdilo, ze v zavislosti
na environmentalnich a genetickych faktorech se mnozstvi CLA v BM miZze zna¢né liSit
(Kumar & Kansal 2005; Talpur 2007).

Obsah cholesterolu, jakozto latky lipidové povahy, se pohybuje v BM v rozmezi 14,2-
16,0 mg - 100 g! (Mattera et al. 2007). Pfestoze BM obsahuje vy$si obsah tuku, ma o néco
mén¢ cholesterolu nez mléko skotu, coz lze pficist pfedevsim rozdilim ve velikosti tukovych
kapenék u obou druhti (El-Salam & El-Shibiny 2011).

3.3.2 Proteiny

Proteiny, zastoupené v BM, jsou reprezentovany kaseiny: asl-kasein (as1-CN), as2-
kasein (as2-CN), B-kasein (B-CN), x-kasein (k-CN), a syrovatkovymi bilkovinami: B-
laktoglobulin (B-LG) a a-laktalbumin (a-LA). V porovnani s KM obsahuje BM vice as2-CN
a x-kaseinu. VEtsi mnozstvi k-CN v BM Ize povaZovat za faktor urychlujici enzymatickou fazi
srazeni syfidlem a pozadavek menSiho mnozstvi chymosinu pii vyrobé syra. Relativni
koncentrace syrovatkovych bilkovin v BM je podobna jako v KM, kdy B-LG tvofi vice jak 50
% celkovych syrovatkovych bilkovin a je tim padem hlavni sérovou bilkovinou (Mohran 1991).
Relativni rozlozeni (v procentech) kaseinovych a syrovatkovych bilkovin v BM je ovlivnéno
poctem somatickych bun¢k. Pasquini et al. (2003) pomoci elektroforézy zjistili, Ze s klesajicim
poctem somatickych bunék stoupa zastoupeni kaseinovych bilkovin, coz by mohlo zvysit
vytéznost syra. Nicméné mechanismus ovlivnéni nebyl objasnén. Spravnym dodrzovanim
hygienickych zasad, a tedy snizenim PSB, by se mohlo dosdhnout produkce vysoce kvalitniho
mléka vhodného pro syratrsky pramysl.

3.3.3 Enzymy

Mléko savcii obsahuje velké mnozstvi enzymi, z nichz nékteré maji technologicky
vyznam, napt. markery tepelného osetfeni a konzervace mléka, a mohou vést k nezadoucim
zméndm béhem skladovani. Buvoli méko vykazuje vysokou enzymatickou aktivitu, ktera je
zprostfedkovana napiiklad lipazami, lysozymem, laktoperoxiddzou, alkalickou fosfatazou
¢i proteindzou (El-Salam & El-Shibiny 2011).

Kansal a Priydarshini (2002) uvadi dvojnasobnou aktivitu lysozymu v BM oproti
kravskému mléku a soucasné fakt, ze mlezivo buvolid vykazuje pétinasobné vétsi aktivitu
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lysozymu nez zralé mléko. Aktivita lysozymu v BM se vyrazné snizuje pfi skladovani, zejména
pfi pfitomnosti vysoké teploty, jelikoz optimalni teplota pro buvoli lysozym je 37 °C. Lysozym
pfitomny v buvolim mléce dokaze inhibovat 4 ze 7 gram pozitivnich bakterii, nicmén¢ gram
negativni bakerie vykazuji vli¢i lysozymu rezistenci.

Laktoperoxidaza se ve velké mife nachazi voln¢ v BM a ma téméf dvojnasobné vyssi
aktivitu nez v mléce kravském, a muize tak BM déle zachovavat své pivodni vlastnosti
(Borghese & Moioli 2002; Sharma et al. 2009).

3.3.4 Mineralni latky

Neékteré mineralni latky nachazejici se v buvolim mléce jsou zastoupeny v podobném
mnozstvi jako v KM, jiné se naopak svym obsahem znac¢né 1isi od mineralnich latek v kravském
mléce. Co se tyc¢e hlavnich mineralnich latek, BM se vyznacuje vysokym obsahem vapniku
(Ca), jehoz zastoupeni je pribllizné 1,5 x vétsi nez v KM. Zda se, ze obsah Ca v BM mtize byt
znaén€ ovlivnén plemenem, faktory prostiedi a metodami pouZzitymi pro analyzu. Vétsina Ca
se nachazi v nerozpustné forme (67,6-82,6 % celkového Ca), a to predevsim kvili vysokému
obsahu kaseinu v BM. Obsah rozpustného Ca v BM byl podobny obsahu zjisténému v KM, kde
se vodnd faze mléka povazuje za nasycenou z hlediska Ca (El-Salam and El-Shibiny 2011).
V ptipad¢ obsahu fosforu (P) se rozdil mezi mléky téméf nevyskytuje. BM ma 850 mg/kg P,
zatimco KM 910 mg/kg. Srovnani zastoupeni hoic¢iku (Mg) rovnéz nevedlo k zdsadnim
rozdilnym vysledkim, jelikoz Mg v BM zaujiméa 170 mg/kg, pfi¢emz KM obsahuje 110 mg
Mg. Dalsi hlavni zastupci mineralnich latek, sodik (Na) a draslik (K), byly obsazeny v obou
typech mlék srovnatelné (Ahmad et al. 2008; Stergiadis et al. 2019).

3.3.5 Vitaminy

V buvolim mléce se rovnéz nachazi neméné vyznamné vitaminy. Kravské mléko je
kvalitnim zdrojem vitaminu A diky obsahu karotenu a vitaminu A, nicméné BM obsahuje vyssi
mnozstvi, a to pouze ve formé¢ vitaminu A. Absence karotenu v BM napovida i vyraznéjsi bilé
barvé nezu KM (Borghese & Moioli 2002; Mattera et al. 2007). Retinol ve formé 13 cis-izomer,
ktery ma maximalni G¢innost vitaminu A, je v Cerstvém syrovém BM pfitomen v malém
mnozstvi 2,4-5,2 pug - 100 g'! (Mattera et al 2007). Zajimavého poznatku si v§iml Bergamo et
al. (2003), kdy zjistil, Ze v mléce buvoli chovanych organickym zptsobem se nachazi nizsi
koncentrace vitaminu A nez v mléce buvolll v konven¢nim chovu.

Koncentrace vitaminu E v buvolim mléce a mlécném tuku je niz$i nez v kravském
mléce, coz potvrzuje korelaci mezi obsahem tokoferolu a obsahem polynenasycenych mastnych
kyselin v mlééném tuku (Fatouh et al. 2005).

Jedina zminka o vitaminu D v tuku buvoliho mléka uvadi hodnotu 30 ug - 100 g'!, coz
naznacuje, ze BM neni vhodnym zdrojem vitaminu D (Fatouh et al. 2005). Naopak v ptipadé
vitaminu C obsahuje BM vétsi mnozstvi s rozdilem pfiblizn€ 971,1 pg - 100 g oproti KM
(Mohamed et al. 1990). VysSich hodnot u BM dosahuje i vitamin B12, kdy pfiblizné Ctyfikrat
vy$8i mnoZzstvi vitaminu B12 (2,2 pg - 100 g!) se vyskytuje v BM ve srovnani s KM 500
ug - 100 ¢! (Sharma et al. 2007).
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3.3.6 Fyzikalni a technologické vlastnosti mléka

Viskozita BM je obecné vyssi nez viskozita KM, zavisi vS§ak do zna¢né miry na obsahu
tuku. Odstiedéné, standardizované (3 % tuku) a plnotu¢né BM (6,1 % tuku) vykazuje viskozitu
1,33,1,70 22,02 mPa - s!, zatimco odstiedéné, standardizované (3 % tuku) a plnotu¢né kravské
mléko ma viskozitu 1,17, 1,44 a 1,66 mPa - s”' (Ismail & El-Deeb 1973). Arian et al. (2008)
zaznamenali rychly pokles viskozity BM po oteleni z 6,80 mPa - s! pfi prvnim dojeni na
hodnotu 1,64 mPa - s'! naméfenou Sesty den. Vyskyt mastitidy zvySuje viskozitu BM na 2,79
a 2,43 mPa - s"'u mléka od zvifat s klinickou a subklinickou mastitidou (Haggag et al. 1991).
Pii pH 8,6 a 10,8 je viskozita BM dvakrat vyssi nez KM (Ahmad et al. 2009), coz je pfisuzovano
vyvolanym zménam v interakcich mezi vodou a kaseinovymi micelami.

V ptipadé pufracni aktivity, jakozto fyzikalniho ukazatele, pH v BM klesalo béhem
okyselovani pomaleji nez pH mléka kravského. Tento jev je zptisoben vyssi pufraéni kapacitou
BM (Imam et al. 1974; Ahmad et al. 2008), kterd je zarovenn disledkem vysokého obsahu
kaseinu a anorganickych fosfata.

Znalost tepelnych vlastnosti mléka je nezbytnd pro konstrukci vyménikl tepla,
kondenzatorti a odpafovact, které se bézné pouzivaji v mlékarnach. Uvadi se, Ze primérna
tepelna vodivost plnotuéného BM je 0,5689 + 0,00734 S - m! pii 42-43 °C, ktera je vySsi nez
v ptipadé¢ KM (Sharma & Roy 1983).

K vlastnostem, hrajici roli pii technologickych postupech, patti kyselinou indukovana
gelace, srazenim syfidlem ¢i tepelnd stabilita. Hodnota pH BM pfi néstupu gelace pomoci
kyseliny se pohybuje v rozmezi 5,5 az 5,9, zatimco pH kravského mléka dosahuje hodnot
nizsich - pH 5,1-5,2 (Kim & Kinsella 1989). Vyssi hodnotu pH Ize vysvétlit vysSim obsahem
bilkovin (Abd El-Salam et al. 1996). Naopak v piipad¢ srdzeni syfidlem dochézi k rychlejsi
koagulaci mléka buvolti (EI-Shibiny & Abd El-Salam 1980). Jeden z dalSich technologickych
ukazateli mléka, tepelnd stabilita, je opét u BM i KM odlisn4. Buvoli mléko se povazuje
za teplotné¢ méné stabilni z divodu vysokého obsahu tukti a vapniku, hodnoty pH a nizké
hladiny mocoviny (17,5 mg - 100 ml ') ve srovnani s KM (Pandya et al. 2004).

3.4 Mikroorganismy v buvolim mléce

Syrové mléko mlze obsahovat rozmanitou bakterialni populaci. Kromé toho jeho
vysoky obsah Zivin s vysokou aktivitou vody pfi téméf neutralnim pH podporuje rist mnoha
mikroorganismi. Nicméné navzdory skuteCnosti, Ze mikrobidlni spolecenstvo v mléce je
slozité, mize mnoho izolatid ze syrového mléka piispivat ke zlepSeni technologickych vlastnosti
mlécnych vyrobkl a zarovei ptizniveé ovliviiovat lidského zdravi (Sir¢ et al. 2008). Mikrobiota
syrového buvoliho mléka je z velké ¢asti zastoupena bakteriemi mlééného kvaseni (BMK), dale
koliformnimi bakteriemi, Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus)
a bakteridlnimi endosporami (Ercolini et al. 2004). Nékteré mikroorganismy jsou v mléce
zadouci, nékteré naopak. Jiz v 1. pol. 20. stoleti Swithinbank a Newton (1903) zaznamenali, Ze
kontaminované mléko mize ohrozit lidské zdravi.

Mikroorganismy pfitomné v mléce a mléénych vyrobcich Ize rozdélit na indikatorové
a patogenni (Mendonca et al. 2020), nicméné¢ je veénovadna pozornost i dalSim
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mikroorganismiim, které¢ nejsou fazeny ani do jedné ze zminénych skupin, protoze pusobi
zdravi prospésn€. Patfi sem bakterie mlécného kvaseni (BMK) a Bifidobacterium spp.
(Klaenhammer et al. 2005; Shafakatullah & Chandra 2014; Breyer et al. 2020).

3.4.1 Zdroje kontaminace

Z divodu témét idedlnich podminek poskytnutych v mlééném prostiedi se zde
setkavame s hojnym zastoupenim n¢kolika mikroorganismi, které se do mléka mohou dostat
riznymi zptisoby (obrazek €. 2). Primarni mikrobiota osidluje mléko jiz pfed zahdjenim dojeni,
a to dvéma cestami: strukovym kanalkem ¢i krevnim ob&hem. Mikroorganismim pifitomnych
v krvi neni vénovana takova pozornost, jelikoz makrofagy a protilatky zamezuji jejich priniku
jednak do krve a nasledné i do mléka. Kontaminace zplisobena mikroorganismy prostupujicimi
skrze strukovy kandlek probihd daleko castéji. Primarni mikrobiota v§ak nema vyznamny vliv
na trvanlivost a jakost mléka.

Béhem dojeni a nasledujiciho zpracovani prichdzi do styku s mlékem sekundarni
mikrobiota, ktera relativné rychle preriistd a potlacuje mikrobiotu primarni. Sekundérni
mikrobiota mize byt pfitomna v krmivu, stelivu, vykalech, na vemenu ¢i struku dojnice, dojici,
dojicim zafizeni, ve vodé ¢i vzduchu, a miize tak kontaminovat syrové mléko (Navratilova a
kol. 2012).

Dojigi Vaduch
koliformni bakterie streptokoky
Salmonella spp. mikrokoky
Enterococcus spp. koryne formni bakterie
Staphylococeus spp. Bacillus spp.
kvasinky a plisné
_O_ Mlééna Hiza Faeces
Streptococeus spp. Escherichia coli
Micrococcus spp. Staphylococcus spp.
Corynebacterium spp. Listeria spp.
Mycobacterium spp.
\ Salmonella spp.
Voda
koliformni bakterie e
Pseudomonas spp.
koryneformni bakterie
00 Alcaligenes spp.
0
0420 >4
Og
& :
Krmive B v P A A FovreffVemene a struki
Clostridium Spp. ES = Clostridium spp. Clostridium spp.  Micrococcus spp. Micrococcus spp.
Listeria spp. Bacillus spp. Bacillus spp. streptokoky Staphylococcus spp.
Bacillus spp. Pyewdomonas spp.  Klehsiella spp. Bacillus spp. Enterococcus spp.
bakterse miééného kvadeni Mycobacterium spp. koliformmi bakterie Bacillus spp.

kvasinky a plsné

Obrazek €. 2 — Zdroje kontaminace mléka (Roginski et al. 2003)
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3.4.2 Indikatorové mikroorganismy

Indikatorové mikroorganismy se pouzivaji k hodnoceni obecné hygieny nebo podminek
zivotniho prostfedi, které mohou naznaCovat potencidlni pfitomnost patogent ohroZzujicich
bezpecnost potravin. Tyto organismy nemusi byt nutné patogenni, jejich pouZiti je vSak pro
potraviny atraktivni, protoze testy na patogeny mohou byt ndkladné, Casové narocné
a neefektivni, zejména pfi testovani velkého mnozstvi potravin a/nebo vzorkd z prostiedi.
Soucasné jsou indikatorové mikroorganismy uZzite¢né pro stanoveni mikrobiologickych kritérii
k definovani pfijatelnosti potravinaiskych vyrobkd. V tomto ohledu se piijatelnost vztahuje na
nepiitomnost nebo pfitomnost urcitych mikroorganismi nebo na kvantifikovatelné limity
téchto nebo jinych mikroorganismii na jednotku hmotnosti, objemu, plochy nebo Sarze
(Mendonca et al. 2020). Jako indikator v mléce slouzi celkové pocty mikroorganismd,
koliformni bakterie, Escherichia coli (E. coli), stafylokoky, Pseudomonas aeruginosa,
kvasinky a plisné (Mendonca et al. 2020).

3.4.2.1 Celkové pocty mikroorganismi

Za mikroorganismy detekovatelné po kultivaci a schopné tvoftit kolonie se povazuji
bakterie, kvasinky a plisné (CSN 4833-1), které rostou na neselektivnich médiich a predstavuji
celkovy pocet mikroorganismii (CPM). Stanoveni CPM se pouziva k odhadu populace
mikroorganismi ve vzorku potraviny. Vyjadiuje se poctem kolonii (kolonii tvoticich jednotek
— KTJ) v 1 mL, které jsou po kultivaci viditelné. Nejednd se o hodnoceni celé bakterialni
populace, ani neukazuje rozdily mezi jednotlivymi typy bakterii v potravinaiském vyrobku.
Poskytuje vSak odhad poctu mikroorganismi, které mohou riist aecrobné pii mezofilnich
teplotach. Nedochazi tedy k detekci anaerobnich mikroorganismi. CPM Ize pouzit k posouzeni
hygienické kvality, senzorické pfijatelnosti a souladu se spravnou vyrobni praxi (SVP).
Vysledky CPM mohou poskytnout informace o kvalité nebo historii manipulace se surovinami,
potravinach a vyrobcich, podminkach zpracovani a skladovdni a manipulaci s hotovym
vyrobkem. Kromé toho jej lze pouzit k urCeni doby trvanlivosti nebo nadchazejicich
senzorickych zmén potravinaiského vyrobku. Lze diky hodnot¢ CPM posoudit celkovou
hygienickou troven provozu. Zjistitelné zmény kvalitativnich vlastnosti potravin v disledku
rastu mikroorganismi a produkci enzymt obvykle dochazi, kdyz nartist CPM dosahne pfiblizné
1 - 10% - 10" KTJ v 1 mL (Mendonca et al. 2020). Vysoké hodnoty CPM indikuji silnou
kontaminaci v priitbéhu dojeni, manipulace, skladovani, konzervace ¢i nedostate¢nou teplotu
chlazeni vedouci ke zpomaleni ristu mikroorganismi (FAO 2009).

CPM je soucasné nespolehlivym ukazatelem mikrobidlni bezpecnosti potravin, protoze
nema ptimou souvislost s vyskytem patogent nebo toxint. Nizkd hodnota CPM nesignalizuje
nepiitomnost patogent ve vyrobku nebo jeho slozkach, a nezarucuje tak bezpe¢nost potraviny.
Pokud je vSak pozorovan neobvykle vysoky pocet mikroorganismii v dané potraviné
(u buvoliho mléka > 1 500 000 KTJ/mL pfti 30 °C), 1ze ptfedpokladat, ze se jedna o nebezpeci
pro lidské zdravi. Nicméné je dileZzité vzorek podrobit testovani na patogenni mikroorganismy
pro potvrzeni potencialniho nebezpeci. Pii interpretaci vysledkit CPM je tieba vzit v uvahu typ
potravinatského vyrobku a to, zda je vysoka hodnota CPM pro dany vyrobek typicka. Napiiklad
u fermentovanych potravin se ocekava vysoka hodnota (Mendonca et al. 2020).
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Syrové mléko s vysokym CPM muze ovliviiovat lidské zdravi. Né&které bakterie (S.
aureus, E. coli a Streptococcus agalactiae) mohou zpusobovat prijmovd onemocnéni.
Po pasterizaci mize dojit k opétovné kontaminaci mléka prostrednictvim zneciSténych potrubi
na mléko, ulpélych zbytkti mléka na pouzitych zatizenich nebo termobakterii (Bacillus cereus),
které mohou pasterizaci prezit. Bakterie mohou mit také negativni vliv na mlé¢né vyrobky.
Napriklad bakterie Alteromonas putrefaciens zpusobuje povrchovou skvrnitost mésla a bakterie
E. coli muze kazit mléko a mlécné vyrobky produkci plynu béhem skladovéani (Gilmour &
Rowe 1990).

3.4.2.2 Kvasinky a plisné

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganismy, spadajici do fiSe hub, a maji schopnost
kolonizovat mnoho riznych typl prostiedi. K nejcastéjsim zastupcim kvasinek vyskytujicich
se vmléku patii Candida catenulata, Candida intermedia, Candida lusitaniae, Candida
parapsilosis, Candida rugosa, Candida zeylanoides, Cryptococcus curvatus, Issatchenkia
orientalis, Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans, Pichia guillermondii,
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii a Yarrowia lipolytica (Callon et al. 2007;
El-Sharoud et al. 2009; Biichl 2011). Potraviny s vysokym obsahem zivin, jako je cukr
(monosacharidy, disacharidy), organicky dusik, minerélni latky a vitaminy, obecné predstavuji
idedlni substrat pro rast kvasinek. Vliv kvasinek v mlé¢nych vyrobcich miize byt prospésny
i Skodlivy. N¢které druhy hraji dalezitou roli pfi vyrob¢ tradicnich fermentovanych mlécnych
vyrobkd a syru. Vytvareji specifické aromatické slozky, naptiklad etanol a oxid uhli¢ity v kefiru
a kumysu, a pfispivaji k rtistu bakteridlnich zakysovych kultur zrajicich na povrchu mékkych
a polotvrdych syrii. Nicméné riist kvasinek je ve vétsin€ ptipadii v mléce a mlécnych vyrobceich
nezddouci z ditvodu vysokého rizika kazeni. Kvasinky jsou schopny rist v Sirokém spektru
prostiedi s riznym pH, proto jsou obvykle schopny zkazit mlééné vyrobky s nizkym pH
kvasené bakteriemi mlécného kvaseni (BMK), zatimco Casto se vyskytujici organismy v mléce,
které patii mezi bakterialni ¢eledi Bacillaceae, Enterobacteriaceae a Pseudomonadaceae, se
za takovych podminek mnozit nemohou (Biichl 2011).

Plisn¢ neboli mikromycety ¢i vlaknité mikroskopické houby patii k vicebunécnym
mikroorganismiim rovné€z spadajicim k fi§i hub (Ostry 1998). V. mlécnych vyrobcich se
vyskytuji zejména Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum, Mucor racemosus,
Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum a Penicillium commune (Montagna et
al. 2004). Zatimco nckteré z téchto druhii jsou zndmy jako nezddouci (Cladosporium
cladosporioides, M. racemosus, Penicillium commune), ve vét§iné mohou vyznamné prispivat
k chuti a struktufe specialnich syri (Pereira-Dias et al. 2000). Obdobné jako kvasinkam
i plisnim se dafi za podminek, které nejsou pifiznivé pro rust bakterii, jako je nizké pH, nizka
teplota a nizka aktivita vody nebo vysoka koncentrace cukru ¢i soli. Proto se nékteré plisné
nakonec stanou pievladajici mikrobiotou kazicich se potravin véetné mlécnych vyrobkda.
Zatimco né¢které plisné mohou zpiisobovat kazeni potravin v podob¢ zmény barvy, zatuchlého
zapachu, nepiijemné chuti, plyni nebo usazenin, jiné plisn¢ mohou také produkovat
1 mykotoxiny, které mohou u spotiebitelli vyvolat toxické a karcinogenni u¢inky (Mendonca
2020).
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Mezi potencialni zdroje kontaminace kvasinek a plisni patii okolni vzduch, pracovnici
na farmach, syrafi, solanka a nedostatecné dezinfikované syraiské vybaveni (Borelli et al.
2006).

3.4.2.3 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou definovany jako aerobni nebo fakultativné anaerobni,
gramnegativni, nesporulujici ty¢inky schopné fermentovat laktézu za vzniku plynu a kyseliny.
Vétsina bakteridlnich rodd, které tvofi skupinu koliformnich bakterii (napt. Escherichia,
Klebsiella a Serratia), patii do Celedi Enterobacteriaceae, zatimco nejméné jeden rod s kmeny
uznavanymi jako koliformni, Aeromonas, patii do celedi Aeromonadaceae (Martin et al. 2016).
Vzhedem k rtznorodosti koliformnich bakterii navrhli Leclerc et al. (2001) tfi kategorie
koliformnich bakterii na zakladé taxonomickych a fyziologickych znakl: ,termofilni"
(zahrnujici E. coli fekalniho piivodu), ,,termofilni a vSudyptitomné" a ,,psychrotrofni", které
jsou ¢iste environmentalni.

Z ,termofilnich" koliformnich bakterii, které se vyznacuji schopnosti riist a fermentovat
laktozu pti 44-45 °C, je jedinym spolehlivym indikatorem fekéalniho znecisténi E. coli. Tento
organismus nepieziva dobfe v prostfedi mimo travici trakt teplokrevnych zivocichtl, proto neni
kontaminantem zivotniho prostiedi (Martin et al. 2016). Ostatni bakterie z této skupiny, vcetné
nékterych druhli Klebsiella, Enterobacter a Citrobacter, sice mohou pochéazet z vykali, ale
mohou pochdzet i z prostiedi, tudiZ se nepovazuji za spolehlivy indikator fekalni kontaminace.

Naproti tomu ,,psychrotrofni" environmentalni koliformni bakterie maji schopnost rist
a fermentovat laktozu pfi chladirenskych teplotach, ale nerostou pfi teplotach nad 38 °C, coz je
odliSuje od termofilni skupiny. Za environmentélni koliformni bakterie se povazuji piislusnici
rodu Klebsiella, Enterobacter, Serratia a dalsi.

»lermofilni a vSudypfitomné" koliformni bakterie pochédzeji z riznych piirodnich
prostfedi véetné pudy, vody, vegetace, hmyzu, zeméd¢€lskych produktt, dievénych nadrzi,
travy, silazi a Cerstvé zeleniny. Zastupci této skupiny se vyskytuji v rodech Klebsiella,
Enterobacter a Citrobacter (Leclerc et al. 2001; Martin et al. 2016).

Piitomnost koliformnich bakterii tedy z ¢asti indikuje fekalniho zneciSténi, avSak
ve vétSin€ je kontaminantem Zivotniho prostiedi. Koliformni bakterie se snadno a rychle
zjiStuji a nevyskytuji se v pasterovanych mlécnych vyrobcich, které nebyly vystaveny
kontaminaci po zpracovani. Napiiklad vSak Pseudomonas spp. Casto kontaminuji mlécné
vyrobky po pasterizaci, ale testy na koliformni bakterie je nezjistuji (Martin et al. 2016).
Koliformni bakterie se mnozi ve vlhkém prostfedi a ve zbytcich mléka ulpélych na dojicim
zafizeni, a mohou se tak stat hlavnim kontaminantem ziskavaného mléka (Robinson 2005).

3.4.3 Probiotické bakterie

3.4.3.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Heterogenni a zaroven dominantni bakteridlni skupinu v BM (Quigley et al. 2013)
predstavuji bakterie mlééného kvaSeni (BMK), které jsou schopny fermentovat rizné substraty
primarné za vzniku kyseliny mlécné. Heterofermentativni BMK produkuji kromé kyseliny
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mlécné 1 jiné produkty: kyselinu octovou, ethanol, oxidu uhli¢ity a kyselinu mravenci
(Kleerebezem & Hugenholtz 2003). BMK jsou zastoupeny zejména grampozitivnimi,
nesporulujicimi, anaerobnimi nebo aerotolerantnimi a acidotolerantnimi bakteriemi.

Na obrazku ¢. 3 je zobrazeno zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kment
identifikovanych pomoci MALDI-TOF v syrovém buvolim mléce (Breyer et al. 2020).
Nejcasteji se vyskytujici rody Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc a
Enterococcus jsou zaroven i Casto sklonovany diky svym probiotickym u¢inkiim (Quigley et
al. 2013; Breyer et al. 2020). Za probiotika se povazuji zivé mikroorganismy, které pokud jsou
podavany v piiméfeném mnozstvi, piindseji zdravotni prospéch hostiteli (FAO 2002). N¢které
z funkCnich ucinkl pravidelné konzumace probiotik popsanych v literatufe jsou nésledujici:
snizeni hladiny cholesterolu (Khare & Gaur 2020), sniZzeni piiznakii gastrointestinalnich
onemocnéni (Harper et al. 2018), stimulace imunity (Santos et al. 2020) ¢i t€innost probiotik
pii 1écbé obezity (Kadooka et al. 2013; Sharafedtinov et al. 2013; Razmpoosh 2020).
Probioticky potencidl BMK je hojn¢ studovan vzhledem k tomu, ze tyto bakterie zvladnou
tolerovat nepiiznivé podminky gastrointestinalniho traktu, jako je kyselé prostiedi diky HCI,
expozice zlucovym kyselindm, kompetice o zZiviny s dal$imi mikroorganismy a také adhezivni
a agregacni schopnosti pfilnout ke stfevnimu epitelu (Bezkorovainy 2001; Vijaya 2015).

Enterococcus
durans Enterococcus
15% T~ faecalis
™~ 36.9 %
Enterococcus
casselifiavus ‘
46 % ND ‘ Leuconostoc
16.9 % mesenteroides
___---"" 1.5%
. Lactobacillus
Staphylococcus _— ‘ \ P a;asc::el
capitis Lactobacillus
1.5% Lactococcus lactis  rhamnosus
7.7 % 1.5 9%

Obrazek €. 3 — Profil BMK v syrovém buvolim mléce (Breyer et al. 2020)

Nékter¢ BMK  mohou vykazovat antagonistickou aktivitu vaci  jinym
mikroorganismiim. Breyer et al. (2020) zaznamenali antagonistické piisobeni Lactobacillus
lactis (L. lactis), Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus), Lactobacillus paracasei vici
Listeria monocytogenes. Rovnéz antagonistické chovani bylo pozorovano u L. lactis, L.
rhamnosus, Lactobacillus acidophillus (L. acidophillus) proti Pseudomonas aeruginosa
(Shafakatullah & Chandra 2014; Shi & Maktabdar 2022). Antibakteridlni citlivost
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na pritomnost L. acidophillus a L. rhamnosus se projevuje i u E. coli a Staphylococcus aureus
(Shafakatullah & Chandra 2014). Soucasné je nutné zminit, ze bylo mnoho kmenti ze skupiny
BMK zkouméno z diivodu jejich antifugdlni aktivity, zejména Lactobacillus spp., Pediococcus
spp. a Leuconostoc spp. Predev§im zéstupci z kmenu Lactobacillus spp. maji antifugalni ucinky
proti Sirokému spektru hnilobnych plisni jako naptiklad Penicillium ¢ Mucor (Shi &
Maktabdar 2022).

Vysoky obsah BMK v syrovém mléce vede k nezddoucimu kysnuti, senzorickym vadam
¢i zménam textury mléka, a proto se navrhuje pfijmout GCinnd preventivni opatfeni pro
pfedchazeni zminénému stavu piekyseleni (Drake et al. 1999; Navratilova a kol. 2012; Han et
al. 2007).

3.4.3.2 Bifidobakterie

Skupinu grampozitivnich, nesporulujicich, heterofermentativnich striktné¢ anaerobnich
tyCinek predstavuji bakterie rodu Bifidobacterium, které¢ soucasné ptirozené osidluji lidsky
gastrointestinalni trakt (Schell et al. 2002). Vzhledem k tomu, Ze bifidobakterie produkuji
kyselinu mlé¢nou jako jeden ze svych hlavnich kone¢nych produktii fermentace, jsou Casto
myln¢ fazeny mezi bakterie mlééného kvaseni (LAB), 1 kdyz jsou fylogeneticky odlisné
(Pokusaeva et al. 2011).

Nekteré rody, zejména Bifidobacterium longum, B. breve, B. infantum, B. lactis, B.
bifidum, 1ze povazovat za probiotikum, tedy mikroorganismus, ktery odolava zalude¢ni HCL a
zluci, proliferuje intestinem, spolupracuje na mikrobialni rovnovaze, a je tak prospésny zdravi.
Soucasné je nutné zminit, Ze v ramci probiotickych charakteristik i Bifidobacterium longum ma
antibakteridlni ucinky va¢i patogennim mikroorganismiim, konkrétné na Pseudomonas
aeruginosa, E. coli ¢i Staphylococcus aureus (Shatakatullah & Chandra 2014).

Bifidobacterium spp. patii k pfirozené mikrobioté obyvajici intestindlni trakt ¢lovéka,
nybrz v syrovém mléce hospodaiskych zvifat by se tento rod vyskytovat nemél. Jejich
ptitomnost byla dokonce navrzena jako indikator fekalniho znecisténi a nespravné hygieny
na farmé (Delcenserie et al. 2005).

3.4.4 Patogenni mikroorganismy v mléce

Mimo pfitomnych indikatorovych a zdravi prospé$nych mikroorganismii se v mléce
muizeme sektat i s mikroorganismy schopnych vyvolat onemocnéni. K patogennim zastupciim
vyskytujicich se v syrovém mléce patti Salmonella spp., urCité rody E. coli, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus a Campylobacter spp. (Mendonca et al. 2020).

3.4.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli je nesmirn¢ rozmanity druh, véetné kmenid s malym nebo nulovym
patogennim potencidlem a kment, které jsou vysoce infek¢ni a virulentni vii¢i lidem i zvifatim
(Desvaux et al. 2020). Kmeny E. coli kolonizuji gastrointestinalni trakt jiz kojenciim a
koexistuji s hostitelem, pficemz piisobi vzajemné prospésné po celd desetileti. Tyto komenzalni
kmeny ziidkakdy zpiisobuji onemocnéni u zdravych hostitelli, protoze postradaji
specializovanou virulenci (Herzer et al. 1990; Escobar-Paramo et al. 2004). Nicmén¢ ostatni
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kmeny vykazuji virulenci a jsou dokonce schopné se adaptovat na nové niky a zptisobovat
sttevni a mimostievni onemocnéni (Le Gall et al., 2007; Tenaillon et al., 2010). V disledku
toho lze kmeny E. coli rozdélit do tii skupin: komenzélni/probiotické kmeny, stfevné patogenni
kmeny a extraintestindln¢ patogenni kmeny.

Tabulka €. 2 — Piehled intestinalnich patotypt E. coli (Croxen et al. 2013)

. Misto . . Zdroj ‘x
Patotyp Hostitel Kolonizace Onemocnéni kontamiflace Lécba
EPEC Déti do 5 let, dospéli Tenké Silny vodnaty Lidé, zvifata  Rehydratace,
pfi vysoké inokulaci stfevo prijem antibiotika
pro
pretrvavajici
ptipady
STEC Déti, dospeli Distalni Vodnaty prijem, Potraviny, hydratace
ileum, hemoragicka voda, lidé,
tlusté kolitida, HUS* zvirata
stievo
EIEC/Shigella  Déti do 5 let, dospéli, Tlusté Shigeloza/bacilarni  Potraviny, = Rehydratace,
cestovatelé, stfevo uplavice, voda, lidé, antibiotika
imunokompromitované potencialni HUS* zvifata
osoby
EAEC Dospéli, déti, Tenké Cestovatelsky Potraviny, Antibiotika,
imunokompromitované a/nebo prajem, HUS*, dospéli rehydratace,
osoby tlusté perzistentni prilezitostnym  probiotika
stfevo prijem nosi¢em
ETEC D¢étido S let, Tenké Vodnaty prijem Potraviny, = Rehydratace,
cestovatelé stfevo voda, lidé, antibiotika
zvitata
DAEC Déti (narustajici Stieva Ptetrvéavajici Neznamy Rehydratace
zavaznost od 18 vodnaté prijmy u
meésict do 5 let), déti, o kterych se
dospéli ptedpoklada, ze
pfispivaji ke
vzniku Crohnovy
choroby u
dospélych.
AIEC Dospéli, déti Tenké Crohnova choroba Neznamy Antibiotika,
stievo chirurgicka
resekce

*HUS= hemolyticko-uremicky syndrom

Stfevné patogenni E. coli, vzacné se vyskytujici ve fekalni flofe zdravych hostiteld,
mohou zptsobovat gastroenteritidy ¢i kolitidu (Kaper et al. 2004). U intestinalnich patogennich
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E. coli se rozlisuje n¢kolik patotypi: enteropatogenni E. coli (EPEC), E. coli produkujici Shiga
toxin (STEC) (napf. enterohemoragicka E. coli [EHEC]), Shigella/enteroinvazivni E. coli
(EIEC), enteroagregativni E. coli (EAEC), difuzné€ adherentni E. coli (DAEC) a enterotoxigenni
E. coli (ETEC) a adherentni invazivni E. coli (AIEC) (Croxen et al. 2013). Piehled patotypti a
onemocnéni s nimi spojenych je uveden v tabulce €. 2. Extraintestinalni E. coli jsou fakultativni
patogeny zodpovédné za 80 % infekci mocovych cest. Infekce vede k wvelké Ccasti
nozokomialnich infekei mocovych cest (50 %) a je hlavni pfi¢inou abscesti (Gransden et al.
1990; Nielubowicz & Mobley 2010).

Vyskyt E. coli v potravinaiském vyrobku naznacuje mimojiné moznost vyskytu dalSich
mikroorganismt fekalniho plivodu, vcetné patogennich mikroorganismii. Pro hodnoceni
bezpecnosti potravinaiskych vyrobkd znamena piitomnost E. coli vétsi pravdépodobnost
nebezpeci nez ptitomnost jinych koliformnich bakterii. Vzhledem k tomu, Ze E. coli je snadno
zniCena tepelnym zpracovanim, jeji pfitomnost v tepelné zpracovanych potravinach indikuje
kontaminaci zplisobené po zpracovani dané potraviny. Ke kontaminaci muze dojit
znedostatecné  vycCiSténého a  dezinfikované prostfedi, od zaméstnancii nebo
z kontaminovanych syrovych potravin (Mendonca et al. 2020).

3.4.4.2 Stafylokoky

Bakterie rodu Staphylococcus jsou grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici,
fakultativné anaerobni, kataldza pozitivni koky, které se shlukuji do tvaru hroznt. Rod zahrnuje
pfes 50 druhti, ve vétSiné nepatogennich a pfirozené¢ se vyskytujicich na ktzi ¢i sliznicich
(Foster 1996).

Staphylococcus aureus (S. aureus) je v ptirod¢ Siroce rozsiteny. Jako jeden z mala patii
ke koagulazopozitivnim stafylokokiim a produkuje tedy koagulézu, kterd preménuje fibrinogen
na fibrin (Foster 1996). Je schopny riist v prostiedi az s 15% obsahem chloridu sodného, a nlezi
tedy k halotolerantnim mikroorganismiim. MlzZe riist v rozmezi teplot 7- 48,5 °C s optimem
ristu pti 30-37 °C a v rozmezi pH 4,2 - 9,3 s optimem riistu 7 - 7,5. Je ptirozené ptitomen
na kizi (nejcastéji v oblasti nozder a Ust) a na sliznici (nej¢astéji v oblasti hltanu, intestialniho
a urogenitalniho traktu) vétSiny teplokrevnych zivocichti véetné vSech hospodatskych zvitat a
Cloveka. Patii také k pfirozené mikrobioté osidlujici vemeno. Tento patogen se povazuje
za oportunni mikroorganismus, a zatimco ve zvifecim hostiteli mize existovat jako neSkodny
komenzal, miize rovnéz zplsobovat Sirokou $kalu onemocnéni (Chaibenjawong & Foster 2011;
Navratilovd a kol. 2012) pocinaje povrchovymi infekcemi na kazi. Dale mlze zplsobit
popaleninami nebo imunosupresi. Mezi tyto infekce patii pneumonie, hluboké abscesy,
osteomyelitida, endokarditida, flebitida, mastitida a meningitida, které jsou Cast&ji spojovany
spiSe s hospitalizovanymi pacienty nez se zdravymi jedinci (Foster 1996). Soucasné mize byt
i plvodcem alimentdrniho onemocnéni (Navratilovd a kol. 2012). Pokud podminky
v potravindch umozni jeho rist pfiblizné na 10° KTJ/ ml, mizZe produkovat tepelné stabilni
enterotoxin v dostatecné koncentraci, aby zpusobil otravu spotiebitele (Mendonca et al. 2020).
Stafylokokovéa enterotoxikoéza, zplsobena stafylokokovymi enterotoxiny, je provazena
nauzeou, bolestmi bficha a hlavy, zvracenim a prijmem, které odezni béhem 24-48 hodin. Lze
onemocnéni preventivné predchazet pasteraci, chlazenim ¢i odpovidajici sanitaci. Vysoka
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teplota vSak usmrti pouze mikroorganismus, toxiny jsou vuci teplotam okolo 100 °C odolné
(Navratilova a kol. 2012).

Nicméné vyskyt S. aureus v potravinach, které prosly procesy usmrcujici patogen,
obvykle svéd¢i o kontaminaci ze strany pracovnikli manipulujicich s potravinami. V mensi mife
ptispiva ke kontaminaci potravin kontakt zpracovavané potraviny s kontaminovanym zatizenim
nebo vzduchem. Potraviny kontaminované enterotoxiny produkované kmeny S. aureus
pfedstavuji vyznamné riziko pro bezpecnost potravin, protoze chybi konkurenéni
mikroorganismy, které inhibuji rist patogenu a produkei toxinti (Mendonca et al. 2020).

S. aureus nepiedstavuje riziko nejen pro lidsky organismus, ale také pro zvife. Radi se
mezi puvdoce mastitidy, zanctu mlééné Zzlazy, ktera je velkou ekonomickou zatézi
v mlekarenském primyslu v disledku snizené uzitkovosti a Spatné kvality mléka (Huijps et al.
2008). Mastitidy skotu lze rozdélit do tii tfid podle stupné zanétu, a to na klinické, subklinické
a chronické mastitidy. Klinick4 mastitida skotu je zfejma a snadno zjistitelna podle viditelnych
abnormalit, jako je Cervené a oteklé vemeno a horecCka u dojnice. Mléko kravy se jevi jako
vodnaté s pritomnosti vlocek a srazenin (Khan & Khan 2006). Klinické mastitidy 1ze dale d¢lit
na perakutni, akutni a subakutni v zavislosti na stupni zanétu (Kibebew 2017). Tézké ptipady
klinické mastitidy mohou byt i smrtelné (Gruet et al. 2001). Na rozdil od klinické mastitidy
nevykazuje subklinickd mastitida zddné viditelné abnormality ve vemeni nebo mléce, ale
produkce mléka se snizuje se zvySenim poctem somatickych bun€k (nad 300 000 bunck v 1
mL) (Abebe et al. 2016). Ztraty, na kterych se podili subklinickd mastitida, je velmi tézké
vycislit, ale odbornici se shoduji, Zze zplsobuje ve stadé vétsi financni ztraty nez klinické
ptipady (Zhao & Lacasse 2008; Romero et al. 2018). Naopak chronicka mastitida je zanétlivy
proces, ktery trva nékolik mésict, pficemz ke klinickym vzplanutim dochazi v nepravidelnych
intervalech.

Klinicka mastitida mize byt zplisobena zejména Streptococcus uberis (22,1 %),
Escherichia coli (16 %) a koaguldzopozitivnimi stafylokoky (15,8 %), zatimco u subklinickych
mastitid se pievazné vyskytuji koagulazopozitivni stafylokoky (30,2 %), koagulazonegativni
stafylokoky (13,7 %) a Streptococcus dysgalactiae (9,3 %). Nékteré zpravy naznacuji, ze
vhodnymi kontrolnimi postupy jsou segregace a/nebo selektivni vytazovéani infikovanych
zvitat. Jini vSak zjistili, ze u¢innym planem kontroly je také pouzivani spravnych postupt
dojeni. S. aureus vSak ptedstavuje 10 az 12 % vSech klinickych infekci mastitid (Tenhagen et
al. 2009).

Proces infekce mastitidou zacind penetraci do struku strukovym kanalkem, obvykle
béhem dojeni, a naslednym uchycenim mikroba ve tkani mlékojemu. Povrch strukového
kanalku je pokryt keratinovou vrstvou vykazujici antibakterialni aktivitu (Collins et al. 1998),
nicméné poranéni struku miize znamenat naruSeni této bariéry a vniknuti nezadoucich
mikroorganismu do tkadné€ zvitete. S. aureus Casto kolonizuje mlécné zlazy a strukové kanalky
zejména v oblasti jeho Usti, kde mize setrvavat nékolik tydnt, aniz by penetroval do strukového
mlékojemu. Jakmile vSak S. aureus pronikne, v ramci adaptace na nové prostiedi se zacne
mnozit a uvoliovat toxiny. Tento stav je znamy jako mastitida (Schalm et al. 1971; Smith
1977).

Legislativou stanovené limity (Natfizeni Komise 1441/2007) se nevztahuji pfimo
na syrové mléko, nybrz na syry vyrobené ze syrového mléka, u kterych se udava maximalni
limit koagulazopozitivnich stafylokokt 10 000 KTJ/mL (Nafizeni Komise 1441/2007).
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3.4.4.3 Salmonella spp.

Salmonella  je  gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinka  z cCeledi
Enterobacteriaceae, schopna riist v piitomnosti i absenci kysliku. Optimalné roste pti teploté
35 az 37 °C; mize vSak rlst v rozmezi teplot 5-46 °C. Pasterizani teploty nepteziva a je citliva
na nizké pH (4,5 nebo mén¢). Obecné neroste pii aktivité vody (aW) 0,94 nebo nizsi, coz se
vSak muze u jednotlivych sérovari lisit na zaklad¢ pfitomnosti urcitych faktorti prostredi véetné
dostupnosti zivin, pH, teploty, plynné atmosféry a antibakterialnich latek. Salmonely mohou
prezivat v suchém prostiedi velmi dlouhou dobu (Bell & Kyriakides 2002). Nekteré sérovary,
jako napt. Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) a Salmonella Enteriditis (S. Enteriditis)
infikuji Siroké spektrum zivocisnych hostitelt, napt. vSak Salmonella typhi je omezena na
konkrétni hostitele - ¢loveéka (Stevens et al. 2009).

Salmonely jsou v pfirodnim prostiedi Siroce rozsifeny diky svym ¢etnym rezervoarim.
Mnoho volné zijicich i domécich zvifat, ptakd, plaz a hlodavci je ve skutecnosti primarnim
zdrojem salmonel diky kolonizaci traviciho traktu. Infikovani lidé mohou tento patogen
pfendSet ve svém gastrointestindlnim traktu a vylucovat ho ve vykalech jest¢ dlouho
po odeznéni onemocnéni. Salmonella se vSak neustdle vyluCuje do zivotniho prostiedi i
prostiednictvim zvifecich vykalti a mize prezivat v suSeném vykalu, pid¢ a vegetaci po delsi
dobu (Bell & Kyriakides 2002; Waldner et al. 2012). Dlouhodobé piezivani tohoto patogenu
zvySuje jeho Sance na infikovani zvifecich hostiteli prostfednictvim poziti kontaminované
vegetace (O'Mahony et al. 1990).

V soucasné dobé¢ existuje vice nez 2600 sérovarti salmonel (Guibourdenche et al. 2010),
z nichz S. Enteritidis a S. Typhimurium jsou nejcastéjSimi patogeny z potravin (EFSA 2007).
Zpusobuji salmonelozu, ktera patii k nejcastéji hlaSenym onemocnénim z potravin a
predstavuje celosvétovy problém vefejného zdravi (CDC 2018). Salmoneléza patii
ke gastrointestindlnim onemocnénim, které se mohou vyvinout v Zivot ohrozujici invazivni
infekce. Také muze zplsobit smrt u déti a osob s oslabenou imunitou (Scallan et al. 2011; CDC
2018). Jeji klinicky obraz zahrnuje prijem, dehydrataci, horecku, anorexii a septikémii.
Zavaznost onemocnéni zavisi na virulenci, patogenit€, infekéni ddvce, imunologickém stavu a
véku hostitele. V fad¢ piipadii se vSak jedna o subklinické onemocnéni (Kemal 2014).

Salmonely vyskytujici se jiz v nizkém poctu, tj. pouze 15-100 KTJ/ 1ml v potravinach
mohou ptedstavovat riziko pro vetejné zdravi (Almeida et al. 2013). Nicméné testovani mléka
amlécnych vyrobki na Listeria a Salmonella se obvykle rutinné neprovadi, pokud to nevyplyva
z historickych nalezii (Mendonca et al. 2020).

3.4.4.4 Listeria spp.

Rod Listeria je grampozitivni a fakultativné anaerobni mikroorganismus netvofici
spory. Roste pfi Sirokém rozsahu teplot (1 - 45 °C), pfiCemz chladirenské ¢i mrazirenské
podminky pteziva, nicméné pasteracnimi teplotami nad 80 °C dochazi k devitalizaci. Tyto
bakterialni ty€inky pfezivaji extrémni podminky, at’ uz co se tyce pH ¢i pfitomnosti soli
(Navratilova a kol. 2012; Halter et al. 2013; Mendonca et al. 2020). Podobn¢ jako napft. S.
aureus, mohou listerie po adhezi na vhodny povrch vytvofit mnohovrstevny biofilm
pfedstavujici zavazny problém jak ve zdravotnictvi, tak v potravinarském pramyslu. Rizikem
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je predevsim vysoka odolnost biofilmi k antimikrobidlnim latkdm, Cisticim a desinfekénim
prostiedkiim a moznost pfenosu genil rezistence mezi bunikami biofilmu (Fenlon 1999).
Charakteristickym znakem pro tento rod je zaroven produkce katalazy rozkladajici peroxid
vodiku na H2O a O», fermentace gluk6zy za vzniku organické kyseliny ¢i hydrolyza eskulinu.
Rod Listeria zahrnuje deset druhii: Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), Listeria
ivanovii (L. ivanovii), Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria grayi,
Listeria marthii, Listeria rocourtiae, Listeria fleischmannii a Listeria weihenstephanensis
(Halter et al. 2013). K casto sklonovanym a vyznamnym patogenim patii L. monocytogenes,
ohrozujici zvifata i clovéka (Navratilova a kol. 2012).

Listeria monocytogenes se tadi mezi ubikvitarni mikroorganismy. Byla izolovana
z mnoha zdroji véetné vody, pudy, bahna, travin na pastvinach, silaze, vykalt domécich a
divokych zvifat a rozkladajici se vegetace (Swaminathan 2001), pfi¢emz primarnim
stanovistém tohoto patogenu je pida a rozkladajici se vegetace, kde Zije jako saprofyt. Idealni
podminky pro riist L. monocytogenes vytvaii nedostatecné¢ fermentované nebo plesnivé silaze
s pH 5,0 - 5,5 které mohou ptedstavovat zdroj infekce u hospodaiskych zvitat (Fenlon 1986;
Navratilova a kol. 2012). Souc€asné 1ze nalézt tento patogen i v travicim traktu zdravého ¢lovéka
¢i hospodarskych zvitat (Navratilova a kol. 2012). Nutno neopomenout fakt, ze koliformni
bakterie a BMK mohou na L. monocytogenes pusobit inhbicné (Navratilova a kol. 2012;
Aragon-Alegro 2021).

Siroka 8kéla potravin, véetné mléénych vyrobki, jako napf. syrové mléko,
pasterizované mléko, ¢okolddové mléko ¢i maéslo byly spojeny s vyskytem ohnisek lidské
listeridzy (Maijala et al. 2001). Listerioza patii k infekénim onemocnénim majici rizné formy
projevu: mirny prubéh listeriézy doprovazi ptiznaky podobnymi chiipce, gastrointestinalni
forma se projevuje horeckami, zvracenim, priijmem ¢i abdominalnimi bolestmi a invazivni
listeridza se systémovymi piiznaky miiZze vyustit v meningitidu ¢i encefalitidu a byt vaZnou
hrozbou pro t¢hotné Zeny, novoreznce, star$i populaci ¢i osoby se sniZzenou imunitou
(Navratilova a kol. 2012; FDA 2018). Pti onemocnéni listeriozou v té¢hotenstvi miize dojit
ke spontannimu potratu, pfed¢asnému porodu, porodu mrtvého ditéte ¢i infekci plodu, kdy
dochazi k tzv. neonatalni listeridze. Ackoliv nckteré projevy listeridzy nejsou piiznivé,
nevyskytuje se tak Casto, ovsem mortalita dosahuje 20-30 %. Mortalita u neonatalni listeriozy
bohuzel dosahuje obdobnych hodnot (CDC 2016). Infekéni davka onemocnéni neni
jednoznaéna, u zdravych osob odpovida 10® bunék, u rizikovych jedinct 102 bunék (Navratilova
a kol. 2012).

Vzacné mize Listeria monocytogenes zpusobit mastitidu u zvifat, jelikoz patii
k typickym mikroorganismtiim osidlujici povrch mlééné Zlazy a struky skrze ptidu, podestylku,
vykaly ¢&i krmivo. Castéjsi je vSak sekundarni kontaminace syrového mléka pii dojeni nebo
postpasteracni kontaminace v potravinarskych zatizenich. Zakladnim pfedpokladem ziskavani
kvalitniho mléka a omezeni jeho mikrobidlni kontaminace je spravné provedena toaleta vemene
pfed vlastnim dojenim, oSetfeni strukd po nadojeni, dobrd hygienicka Urovenn v chovech
hospodatskych zvifat a zkrmovani kvalitnich krmiv, zejména fadné prokysanych silazi
s hodnotou pH < 4,0, pfi které listerie dlouhodobé nepiezivaji. Zminéné postupy slouzi jako
vyznamna profylaxe pied onemocnénim zplsobenym L. monocytogenes (Navratilova a kol.
2012). V souladu se spravnou hygienickou a sanita¢ni praxi v potravindiskych zavodech je
zasadni kontrolovat a obnovovat nepatogenni Listeria spp., protoZze ty mohou slouzit jako
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indikatorové organismy pro pravdépodobnou piitomnost L. monocytogenes (Lakicevic et al.
2010). L. monocytogenes by dle CSN 11290-1 neméla byt piitomna ve 25 g zkoumaného vzorku
pted tim, nez potravina opusti bezprostiedni kontrolu provozovatele potravinaiského podniku,
ktery ji vyrobil. U produkt uvedenych na trh béhem doby udrznosti by pocet L. monocytogenes
nemél presahovat 100 KTJ/g (CSN 11290-2).

3.4.4.5 Dalsi patogenni mikroorganismy

K mikroorganismim majici patogenni potencial a kontaminujicich syrové mléko lze
tadit i Clostridium spp. i Bacillus cereus.

Bacillus cereus (B. cereus) patii ke grampozitivnim, pohyblivym, fakultativné
anaerobnim, sporotvornym tyCinkdm, u kterych probihd sporulace za ptfitomnosti kysliku.
Buniky a spory B. cereus jsou v ptirod¢ Siroce rozsifené a bézné se nachazeji v prachu, ptde,
travicim traktu zdravych lidi a ¢lenovct zijicich v ptdé (Margulis et al. 1998; Ray & Bhunia
2013). Na pastvé mize B. cereus kontaminovat vemena krav nebo se dostat k dojnicim
prostfednictvim krmiva, podestylky, pidy, vzduchu ¢i skrze dojici zatizeni (Magnusson et al.
2007; Navratilova a kol. 2012), coz nasledné vede ke kontaminaci mléka. Perzistenci B. cereus
v prostiedi, zejména pii zpracovani potravin, lze pfiitat jeho schopnosti vytvaret biofilmy,
které jej chrani pfed antimikrobidlnim plisobenim sanita¢nich prostiedkli (Ryu & Beuchat
2005). Velmi vyhodné jsou také vysoce adhezivni vlastnosti jeho endospor a schopnost piezit
tepelné oSetfeni (Stenfors Arnesen et al. 2008), ¢imZ se mohou podilet na kaZeni pasterovanych
¢i sterilovanych mlécnych vyrobkl. Nezadouci zmény mohou zplisobovat i v syrovém mléce,
a to zejména sladkym srdzenim mléka (Navratilova et al. 2012).

Buiiky B. cereus jsou ptivodci fady toxind, které produkuji béhem exponencidlni nebo
stacionarni faze rastového cyklu patogenu nebo ve stfevnim traktu ¢loveka pii lyze patogenu
(Ray & Bhunia 2013). Jako pfiklady toxinti lze jmenovat cytotoxin K, enterotoxin T,
enterotoxin FM, emeticky (cereulid) a prijmové toxiny. Casto dochazi k alimentarni intoxikaci
zpiisobenou emetickym toxinem, ktera se nazyva emeticky syndrom a je doprovazena nauzeou
a zvracenim. Prijmové enterotoxiny mohou rovnéz cCasto postihnout lidsky organismus
s ptiznaky jako vodnaty priijem, nauzea, abdomindlni bolesti ¢i zvraceni (Navratilova a kol.
2012; Ray & Bhunia 2013).

Mezi dalSi patogenni mikroorganismy kontaminujici syrové mléko Ize tadit
grampozitivni, anaerobni, sporotvorné ty¢inky rodu Clostridium, jejichz zdrojem je zejména
puda, hnij, voda, odpadni vody a prach. Soucasné¢ mohou byt soucasti i lidské ¢i zviteci
silazi (Navratilova a kol. 2012). Mezi hlavni zéstupce spjaté s kazenim mlécnych vyrobki 1ze
tadit Clostridium tyrobutyricum, CI. butyricum a Cl. sporogenes, které zptisobuji pozdni dufeni
syrt v disledku produkce CO», Hz, kyseliny méselné a kyseliny octové. Nicméné za patogenni
druhy se povazuji CI. perfringens a Cl. botulinum. Prostfednictvim mléka a mléénych vyrobkil
se Cl. perfringens dostane do stfeva ¢lovéka, kde se diky produkei toxinll rozvine akutni zanét
doprovazeny priijmem a abdominalnimi bolestmi (Navratilovd a kol. 2012). Konzumace
potravin obsahujicich potentni neurotoxin CI. botulinum ma za nasledek smrtelné onemocnéni
z potravin, tzv. potravinovy botulismus. Pouze malé mnozstvi neurotoxinu (1 ng/kg télesné
hmotnosti) je zapotiebi k t€Zkému pribéhu onemocnéni a smrti. Po konzumaci potravin
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obsahujicich tento toxin se toxin vstfebava travicim traktem a dostdva se do ob&hového
systému. Poté se S$ifi do perifernich nervli, kde naruSuje uvoliiovani neurotransmiteru
acetylcholinu. Soucasné¢ se dostdva do krevniho ob&hu, kde blokuje nervové impulzy, coz ma
za nasledek ochrnuti. Botulismus se tedy projevuje neurologickymi ptiznaky, potizemi
s dychanim, polykanim, ale i gastroenteritidou (Ray & Bhunia 2013).

3.4.5 Mikrobiota syri

Pro porovnéni zastoupeni mikroorganismii v mléce a mlécnych vyrobkli je na misté
zminit mikrobiotu syri, které patii k hlavnim mléénym produktim vyrabénych z buvoliho
mléka. Mozzarella patii k nejcastéji vyrabénym syrum pfipravovanych z buvoliho mléka, a
proto se zna¢né kvantum studii zamétuje praveé na jeho mikrobialni kvalitu. Pocet psychrotrofti
v syru Mozzarella vyrobeném v Stdanu odpovida 5,69 log KTJ/g (Abdalla & Ibrahim 2010),
zatimco ve vzorcich buvoliho syra Mozzarella vyrobeného v Italii byly zjiStény o néco nizsi
hodnoty jak psychrotrofnich bakterii, tak koliformnich bakterii, a to 3,15 log KTJ/g a 2,77 log
KTJ/g (Losito et al. 2014; Pisano et al. 2016).

Nékolik studii provedenych na buvoli Mozzarelle vyrabéné v Italii ukazuje, Ze kvasinky
pfedstavuji vyznamnou ¢ast pfirozené mikrobioty, s celkovymi poty v rozmezi 4 az 6 log
KTJ/g (Aponte et al. 2010; Pisano et al. 2016). Zastoupeny jsou zejména Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae), Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus a Candida
lusitaniae (Aponte et al. 2010). Pokud jde o BMK, De Candia et al. (2007) uvadi pomérné
Siroké rozmezi po¢tu BMK ve vzorcich syru Mozzarella vyrobeného v Italii. Konkrétné
zmifuje, ze termofilni laktobacily se vyskytuji v mnozstvi 5,2-8,4 log KTJ/g, mezofilni
laktobacily v mnozstvi 2-8,4 log KTJ/g, zatimco streptokoky, laktokoky a enterokoky kolisaji
nejvice, a to od 1,8 do 8,8 log KTJ/g. Podle Serraina et al. (2013) je po¢et BMK ve vyzralém
syru Mozzarella vyrobeném v Italii na Grovni 8,1 log KTJ/g a podobné pocty uvadi také Losito
et al. (2014).

Pomoci vysoce vykonného sekvenovani DNA mohl Ercolini et al. (2012)
individualizovat mikroorganismy pfitomné v syru Mozzarella z buvoliho mléka. Zjistil, Ze
mikrobiota dvou syrti vyrobenych v Salernu (a) a Caserté (b) v Italii zahrnuje kmeny L.
delbrueckii (a =10 %, b =50 %), S. thermophilus (40 % u obou) a L. lactis (a=1%,b=asi 5
%). Kromé¢ toho byly v syrech vyrobenych v Salernu zjistény kmeny Lactobacillus helveticus
(> 20 %) a L. kefiranofaciens (10 %), zatimco ve vzorcich z Caserty byly identifikovany
psychrotrofni Acinetobacter spp. a Pseudomonas spp. s nizkym vyskytem. Druhovou
identifikaci laktobacilii a dalSich BMK izolovanych z buvoliho syra Mozzarella studovali také
Devirgihis et al. (2008) pomoci analyzy ARDRA a sekvenéni analyzy genu 16S rDNA. Ze
skupiny laktobacilii byly nejcastéji pozorovany L. plantarum, L. fermentum, L. paracasei a L.
delbrueckii. Mikrobialni diverzita BMK izolovanych z brazilského buvoliho syra Mozzarella
byla charakterizovana pomoci RAPD-PCR a sekvenovani genu 16S rDNA. Identifikované
bakterie zahrnovaly S. thermophilus (5 %), Enterococcus faecium (15 %), E. durans (35 %),
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (10 %), L. fermentum (10 %), L. casei (10
%), L. bulgaricus (10 %) a L. helveticus (5 %) (Silva et al., 2015). Ercolini et al. (2001)
zkoumali mikrobidlni spolecenstva pfirodnich syrovatkovych kultur pro vyrobu syra
Mozzarella z vodniho buvola pomoci polyfazové PCR-DGGE analyzy. Jako hlavni slozky
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identifikovali S. thermophilus, L. lactis, L. delbrueckii, Lactobacillus crispatus, L. fermentum
a E. faecalis.

3.5 Jakostni kritéria mléka

Za syrové mléko se dle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 o
zvlastnich hygienickych pravidel pro potraviny zZivociSného plivodu povazuje mléko, které
nebylo podrobeno teploté nad 40 °C. Syrové mléko musi pochazet od zdravych zvirat, kterd
nejevi znamky zranéni vemene, nebyla vystavovana nepovolenym latkdm ¢i pfipravkim a jsou
z chovu prostého nakazlivych chorob pfenosné mlékem na ¢lovéka. V ptipadé mikrobiologické
jakosti se u buvoliho mléka sleduje hlavné celkovy pocet mikroorganismii a doplitkové znaky
jakosti.

Provozovatel¢ potravinaiskych podnikli musi zajistit, aby celkovy pocet
mikroorganismti (CPM) v syrovém buvolim mléce neptesahoval 1 500 000 KTJ v 1 mL pti 30
°C dle Natizeni EP a Rady (ES) ¢. 853/2004 a Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006. Jedna se
o klouzavy geometricky primér a je nutné provadét 2 kontroly mésicné. V ptipadé, ze je mléko
uréeno pro potravinaiské zpracovani, které nezahrnuje tepelnou Gpravu, musi provozovatelé
potravinafskych podnikii zajistit CPM < 500 000 KTJ v I mL pii 30 °C. Na rozdil od mléka
kravského se pii kontrole mikrobiologické jakosti nezohlediiuje pocet somatickych bunék.

Mikrobiologické znaky jakosti dopliiuje sledovani psychrotrofnich a termorezistentnich
mikroorganismi, sporotvornych anaerobnich a koliformnich bakterii, mezofilnich a
psychrotrofnich aerobnich sporulati, které jsou vSak doprovodné sledovany ptrevazné
u kravského mléka. Pro mléko buvoli zatim kritéria stanovena nejsou.

Kvasinky a plisn¢ patii k mikroorganismiim schopnych se pomnozovat i pii teplotach
nizsich nez 10 °C, z toho divodu spadaji pod zéastupce psychotrofnich mikroorganismu. Pocet
psychrotrofnich mikroorganism v mléce by nemél pii teploté¢ 30 °C ptesdhnout 50 000
KTJ/mL. Nicméné nutno podotknout, e zminény udaj se vyskytoval v CSN 570529, které
skoncila platnost v roce 2015 a nebyla nahrazena. Lze ji tedy povazovat za orientacni.

Koliformni bakterie patii k bézn¢ se vyskytujicim mikroorganismim v lidském i
zvifecim intestindlnim traktu, ale zaroven slouzi jako indikatofi fekalniho znécisténi mléka a
mlécnych vyrobkll (Chatterjee et al. 2006). Jejich pfitomnost v mléce indikuje moznou
existenci stfevnich patogent, které mohou ohrozit lidské zdravi (Gtirler et al. 2013). Povoleny
pocet koliformnich bakterii miize byt nejvyse 1000 KTJ v 1 mL pii 30 °C (CSN 570529).
pricemz lze brat tuto hodnotu pouze orientacné z diivodu neplatnosti jiz zminéné normy.

V Naftizeni Komise 1441/2007 je zminén limit pro E. coli, bohuzel v§ak pouze u masla
a smetany vyrobenych ze syrového mléka. Pocet E. coli by v téchto mléénych vyrobcich nemél
ptesdhnout 100 KTJ/gu 2 z 5 vzorkd.

Koagulazopozitivni stafylokoky jsou limitovany pouze u syri vyrobenych ze syrového
mléka, kde by pocet nemél presdhnout 10° KTJ/g u 2 z5 vzorkd dle Nafizeni Komise
1441/2007.

Bakterie rodu Salmonella spp. by v syrovém mléce nebo mléénych vyrobcich z ného
vyrobenych néméla byt pfitomna vibec (Natfizeni Komise 1441/2007), coz napovida
o patogenim potencialu této bakterie, kterd vyskytujici se jiz v nizkém poctu (15-100 KTJ/ImL)
mize pfedstavovat riziko pro vetejné zdravi (Almeida et al. 2013).
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Pro potraviny urcené k pfimé spotfebé, tedy vyjma syrového mléka, ale vcetné
mlécnych vyrobkl vyrobenych ze syrového mléka, je stanoven limit L. monocytogenes na 100
KTJ/g dle Natizeni Komise 1441/2007.
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4 Metodika

Prakticka cast diplomové prace se vénovala hodnoceni mikrobiologické kvality buvoliho
mléka. Byly zjistovany celkové pocty aerobnich mikroorganismi, pocty bifidobakterii, bakterii
mlécného kvaSeni, laktobacild, kvasinek, plisni, Escherichia coli, koliformnich bakterii,
stafylokokt a Staphylococcus aureus. Dale probihala kvasné zkouska a sledovala se pritomnost
patogeni Listeria monocytogenes a bakteriri rodu Salmonella sp. Zminéné parametry byly
sledovany z divodu castého vyskytu a sledovanosti u mléka kravského. Béhem celé laboratorni
prace se pracovalo s aseptickymi pomickami v aseptickém prostiedi z diivodu predchazeni
sekundarni kontaminace.

4.1 Odbér a skladovani vzorku

Celkem bylo analyzovano 10 smésnych vzorkl buvoliho mléka. Odbér vzorkl probihal
po dobu 4 mésict v obdobi listopad 2021 - tnor 2022. Béhem celé¢ho obdobi byly analyzovany
pouze smesné vzorky od péti krav. Mléko pochézelo od buvolid chovanych na farmé Ohafr,
jediné buvoli farmé v Ceské republice, nachézejici se nedaleko P¥ibrami. Vzorky &erstvé
nadojené¢ho mléka o objemu 1000 mL byly z farmy pievezeny ve sterilnich lahvich za
chladicich podminek do Prahy. Na pidé Ceské zemédélské univerzity byly vzorky pied
samotnou analyzou dale uchovavany pii teploté 4 °C a zpracovany do 6 hodin od odbéru.
Béhem jejich transportu, manipulace ¢i skladovani nedoslo k tepelnému ohtevu nad 40 °C a
analyza tedy probéhla u syrového buvoliho mléka.

4.2 Redici Fada

Pted stanovenim jednotlivych poctl mikroorganismu bylo potifeba pro lepsi pocitatelnost
kolonii vzorky nafedit pomoci desitkové fedici fady (Obrazek ¢. 4), pii kterém dochézi
v kazdém dal$im fedéni o snizeni obsahu sledovaného vzorku o 10 %, a lze tak 1épe pocitat
kolonie vzniklé po inokulaci na plotnach. Vzorky byly fedény ve sterilnim anaerobnim fedicim
roztoku, ktery byl pfipraven z nésledujicich slozek:

e Trypton (LP0042, Oxoid) Sg,
e Nutrient Broth N.2 (Oxoid) Sg,
e Kvasni¢ny extrakt (LP0021, Oxoid) 25g,
e L-cystein hydrochloride monohydrate (C7880-100G, Sigma-Aldrich) 0,25 g,
e Tween Polysorbate 80 6-066 (Scharlau) 0,5 mL,
e Destilovana voda 1000 mL.
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TmL TmL TmL 1TmL

vzorek  1:10 1:100 1:1000 1:10000

Obrazek ¢.4 — Desitkova fedici fada

Redéni bylo provedeno odebranim 1 mL vzorku a pievedenim do fediciho roztoku o
objemu 9 mL. Odtud se po zvortexovani odebral opét 1 mL a prenesl do novych 9 mL fediciho
roztoku. Timto zplisobem se postupovalo dle potfebného mnozstvi fedéni pro jednotlivé
sledované parametry (tabulka €. 3).

Redici fada nebyla uplatnéna pro pritkaznost salmonel, listerii a pfi provadéni kvasné
zkousky. Kompletni mikrobiologicky rozbor byl proveden aseptickymi kroky s aseptickymi
pomuckami z divodu zamezeni kontaminace a zkresleni vysledki.

Tabulka €.3 — Pocet zvolenych fedéni pro jednotlivé sledované parametry

Analyzovany parametr Pocet Fedéni
Celkové pocty mikroorganismu 0-4
E. coli, koliformni bakterie 0-2
Bakterie mléc¢ného kvaseni 0-3
Laktobacily 0-2
Bifidobakterie 0-2
Kvasinky, plisné 0-3
Staphylococcus aureus 0-3
Rod Staphylococccus 0-3

4.3 Stanoveni celkového poctu mikroorganismi (CPM)

Pro stanoveni po&tu CPM byla pouzita horizontalni metoda provedena dle CSN 4833.
Pouzité¢ agarové kultivacni médium TPCA (Total Plate Count Agar) bylo pfipraveno z
z nasledujicich slozek:

e Trypton (LP0042, Oxoid) S5g,
e Kvasni¢ny extrakt (LP0021, Oxoid) 2,5¢g,
e D-glukosa monohydrat (14431-43-7, Penta) g,
e Agar technical (LP0012, Oxoid) 9¢,
e Destilovana voda 1000 mL.
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Po promichani a rozpusténi slozek v destilované vodé¢ se cely obsah Erlenmeyerovy
bariky nechal sterilovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Nésledn¢ se barnika s obsahem
vytemperovala na 44-47 °C ve vodni lazni.

Za pouziti desetindsobného fedéni vzorku na koncentraci 10 (ISO 6887) byl vzorek
z kazdého ptipraveného fedéni vnesen po 1 mL na Petriho misku o priméru 90 mm. Nésledné
byly vzorky u kazdého tedéni ptelity cca 10 mL neselektivniho média a po zatuhnuti
inkubovény pfti 30 °C po dobu 72 hodin za aerobnich podminek. Plotny byly v termostatech
ulozeny dnem vzhiru.

Pocet kolonii se zjistil dle poctu vSech narostlych kolonii bez ohledu na jejich tvar,
velikost ¢i barvu na plotnach.

4.4 Stanoveni poctu koliformnich bakterii a E. coli

Stanoveni poctu koliformnich bakterii a E. coli probihalo spole¢né na chromogenni
selektivni ptid€ pro stanoveni koliformnich bakterii a E. coli. Médium pouzité pro stanoveni
bylo pfipraveno smichanim nésledujicich slozek:

e T.B.X. Medium (CM0945, Oxoid) 36,6 g,
e Destilovana voda 1000 mL.

Po promichani a rozpusténi slozek v destilované vod¢ se cely obsah Erlenmeyerovy
barky nechal sterilovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Nésledné se barika s obsahem
vytemperovala na 44-47 °C ve vodni lazni. Za pouziti desetindsobné¢ho fedéni vzorku na
koncentraci 102 byl vzorek z kazdého pripraveného fedéni vnesen po 0,1 mL na jiz zatuhlé
kultiva¢ni médium v Petriho miskach (2 90 mm) a rozetien sterilni ockovaci klickou. Inkubace
vSech fedénich prob¢hla za aerobnich podminek v termostatu pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Pocet kolonii se vypocital dle poctu narostlych kolonii na plotndch. Modrozelené
kolonie indikuji pfitomnost B-D-glukuronidazopozitivni E. coli. Bakterie E. coli je schopna
syntetizovat enzym B-D-glukuronidazu, jez §tépi vazby mezi chromoforem 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl a D-glukuronidem, odstépenim chromoforu dochdzi k modrozelenému zbarveni
kolonii. Bilé kolonie odpovidajici velikosti kolonii E. coli indikuji pfitomnost koliformnich
bakterii.

4.5 Stanoveni poctu bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK)

Kultivace bakterii mlééného kvaSeni prob&hla za pomoci MRS agaru a tweenu v tomto
mnozstvi:

e MRS Agar (69964-500G, Sigma-Aldrich) 61,6 g,
e Tween Polysorbate (6-066, Scharlau) 1 mL,
e Destilovana voda 1000 mL.

Po smichéni a rozpuSténi zminénych slozek v destilované vodé se cely obsah
Erlenmeyerovy banky nechal sterilovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Nasledn¢ se
banka s obsahem vytemperovala na 44-47 °C ve vodni lazni. Za pouziti desetindsobného fedéni
vzorku na koncentraci 10 byl vzorek z kazdého pfipraveného fedéni vnesen po 1 mL na
Petriho misky (2 90 mm) a ptelit kultivaénim médiem. Inkubace vSech fedénych vzorki
probéhla za aerobnich podminek ptfi 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé kolonie, typicky
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bezbarvé ¢i smetanové barvy s pravidelnym tvarem, se spocitaly na osvétlené desce s tmavym
pozadim.

4.6 Stanoveni poctu laktobacili

Stanoveni poctu laktobacilii v buvolim mléce bylo provedeno za pomoci kultivace na
Rogosa Agaru s kyselinou octovou. Kultivacni médium bylo ptipraveno ze slozek:

e Rogosa Agar (610176, Liofilchem) 60 g,
e Kyselina octova (Sigma-Aldrich) 1,32 mL,
e Destilovana voda 1000 mL.

Vesker¢ slozky se smichaly a nechaly rozvafit v Erlenmeyerovyé¢ baiice pii teploté 100
°C po dobu 15 min, dokud se z ptivodni nesourodé smési nestala homogenni smés. Poté se
médium nechalo vytemperovat na 44-47 °C ve vodni ladzni. Za pouziti desetinasobného fedéni
vzorku na koncentraci 102 byl vzorek z kazdého pfipraveného fedéni byly vzorky po 1 mL
naneseny na Petritho misky (2 90 mm), prelity vytemperovanym kultivaénim médiem a
krouzivym pohybem promichdny se vzorkem. Po zatuhnuti média byly plotny ptelity jesté
jednou pro zachovani mikroaerofilnich podminek. Po opétovném zatuhnuti probéhla kultivace
pti 37 °C. Po 72 hodinéch se spocitaly narostlé¢ kolonie.

4.7 Stanoveni poctu bifidobakterii

Selektivni kultivace bifidobakterii prob&hla za podminek stanovenych dle Vlkova a kol.
(2015). Kultivaéni médium bylo ptipraveno z nasledujicich slozek:

e Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar (CM0619, Oxoid) 43 g,
e Veggietones GMO-Free Soya Peptone (VG0300, Oxoid) S5g,
e L-cystein hydrochloride monohydrate (C7880-100G, Sigma-Aldrich) 0,5 g,
e Tween Polysorbate 80 (6-066, Scharlau) 1 mL,
e Destilovana voda 1000 mL.

Vyse zminéné slozky se promichaly v Erlenmeyerové banice a nechaly sterilovat
v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min. Takto pfipravené médium se nechalo vytemperovat na
44-47 °C ve vodni lazni. Pro vytvofeni selektivniho média pro bifidobakterie bylo nutné do
agaru po vychladnuti ptidat za sterilnich podminek 100 mg mupirocinu (CT0523B, Oxoid), 100
mg norfloxacinu (CT0434B, Oxoid) a 1 mL glacialni kyseliny octové (Sigma-Aldich) na 1 L
média.

Za pouziti desetinasobného Fedéni vzorku na koncentraci 102 byl vzorek z kazdého
pfipravené¢ho fedéni vnesen po 1 mL na Petriho misky (2 90 mm), pfelit vytemperovanym
kultivaénim médiem a krouzivym pohybem promichan s médiem. Kultivace vSech fedéni
probéhla pii 37 °C po dobu 72 hodin za anaerobnich podminek za pouZziti GENbag anaer
(bioM¢érieux), poté byly kolonie spocitany.

4.8 Stanoveni poctu kvasinek a plisni

Kvantitativni stanoveni kvasinek a plisni bylo provedeno pomoci Yeast Extract Agaru
pfipraveného v tomto mnozstvi:
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e Yeast Extract Agar (CM0019, Oxoid) 37 g,
e Destilovana voda 1000 mL.

Slozky se v Erlenmeyerové banice promichaly a nechaly sterilovat v autoklavu pii 121
°C po dobu 15 min. Nasledné se médium dalo do vodni 14zn€ o teploté 44-47 °C. Poté se ptidalo
20 mL oxytetracyklinu selective supplement SRO073A (Oxoid), ktery byl vytemperovany na
pokojovou teplotu. Za pouziti desetindsobného fedéni vzorku na koncentraci 10~ byl vzorek
z kazdého pripravené¢ho fedéni po 1 mL inokulovdn na Petriho misky (2 90 mm) a pfelit
pfipravenym médiem. Krouzivym pohybem se Petriho misky promichaly a nechaly inkubovat
za aerobnich podminek pti 22 °C. Po 5 dnech se spocitaly narostlé kolonie pomoci osvétlené
desky stmavym pozadim. Kvasinky tvoii typické matné ¢i lesklé kolonie s pravidelnym
okrajem a smetanovym zabarveni. Plisn¢ tvoii chmytivé ¢i ploché kolonie obvykle velkych
rozmérl s riznym zbarvenim

4.9 Stanoveni poctu stafylokokii

Pro stanoveni poctu stafylokokl bylo pfipravena selektivni ptida s pouzitim anaerobni

fedici fady a inkubaci. Pro kultivaci bylo zapotiebi pfipravit agar ze slozek v daném mnozstvi:
e Staphylococcus Medium (CMO0145, Oxoid) 150 g,
e Destilovana voda 1000 mL.

Po smichani a rozpusténi zminéného média v destilované vod¢ se cely obsah
Erlenmeyerovy banky nechal sterilovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Nasledn¢ se
barka s obsahem vytemperovala na 44-47 °C ve vodni lazni. Pfipravenym médiem se zalily
Petriho misky (2 90 mm). Za pouziti desetinasobného fedéni vzorku na koncentraci 10~ byl
vzorek z kazdého pfipraveného fedéni ockovan po 0,1 mL na tuhé kultivaéni médium. Inkubace
vsech fedénych vzorkl probéhla za aerobnich podminek pti 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé
kolonie se spocitaly na osvétlené desce s tmavym pozadim.

4.10 Stanoveni poctu Staphylococcus aureus

Stanoveni poctu patogenniho mikroorganismu Staphylococcus aureus probéhlo
s pouzitim pudy podle Baird-Parkera dle CSN 6888-1.
Ke kvantitativnimu stanoveni bylo pouzité médium slozené z:
e Baird Parker Agar (11705-500G, Sigma-Aldrich) 61 g,
e Destilovana voda 1000 mL.
Zminéné slozky média se smichaly a nechaly sterilovat v Erlenmeyerové barice
v autoklavu 15 min pfi 121 °C. Po temperaci na 44-47 °C ve vodni lazni se ptidal Egg Yolk
Telurite Emulsion 75208-1VL (Sigma-Aldrich) o mnozstvi 52,5 mL. Za pouziti
desetinasobného fedéni vzorku na koncentraci 10~ byl vzorek z kazdého pfipraveného fedéni
inokulovan po 0,1 mL na jiz zatuhlé kultivaéni médium. Plotny byly inkubovany za aerobnich
podminek pii 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé typické kolonie se na dn€¢ misky oznacily a
nechaly inkubovat dal§ich 24 hodin pti 37 °C. Pro konfirmaci bylo vybrano 5 kolonii typickych
a 5 kolonii atypickych, u kterych se provedl konfirmac¢ni test pomoci Staphylase test DROS95A
(Oxoid) pro potvrzeni identifikace S. aureus. Spocival v pouZiti dvou ¢inidel: testovaci ¢inidlo
obsahovalo ov¢i erytrocyty senzibilizované krali¢im fibrinogenem a kontrolni ¢inidlo, které
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senszibilizovano nebylo. Pomoci klicky se nanesly podeziel¢ kolonie na vyznacena mista
reakeni karty a po protiepani obou Cinidel se ptidala 1 kapka od kazdého Cinidla. Pii miseni
obou komponent kli¢kou by pro potvrzeni ptitomnosti mélo dochazet ke shlukovani bunék
stafylokokl. Aglutinace je zptsobena vyskytem vazané koaguldzy, jez reaguje s fibrinogenem
a pfeménuje jej na fibrin.

4.11 Stanoveni pritomnosti salmonel

Stanoveni prikazu bakterii rodu Salmonella bylo provedeno dle normy CSN 6579-1 a
sklada se ze ¢tyf po sobé jdoucich krokt (obrazek €. 5). Nejprve byla pfipravena Pufrovana
peptonova voda (PPV) pro predmnozeni v neselektivni ptidé. Predmnozeni slouzi k prikazu
nizkych poctli nebo poskozenych bakterii rodu Salmonella. Peptonova voda se pfipravila za
pomoci:

e Bacteriological peptone (LP 0037, Oxoid) 10 g,
e Destilovana voda 1000 mL.

Slozky byly promichany a sterilovany po dobu 15 min pii 121 °C v autoklavu. PPV o
objemu 225 mL pokojové teploty se inokulovalo vzorkem o objemu 25 mL a nechalo
inkubovat 18 hodin pii teplot¢ 37 °C. Ziskana kultura byla poté pfenesena do pudy podle
Rappaporta a Vassiladise se sdjou (RVS), kterd byla pripravena do zkumavek pomoci:

e Rappaport-Vassiliadis Soya peptone Broth (CM0866, Oxoid) 30 g,

e Destilovana voda 1000 mL.
RVS se nechal rozvatit, rozplenén po 10 mL do zkumavek a sterilovan. Ziskana kultura
o objemu 0,1 mL z PPV se ptenesla do zkumavky obsahujici RVS bujon. Inkubace prob¢hla
pti 41,5 °C béhem 24 hodin v termostatu. Selektivni ptida pro dal$i inokulaci byla pfipravena

smichanim:
e Salmonella, Shigella Agar (CM0099, Oxoid) 57 g,
e Destilované voda 1000 mL.

Nasledn¢ bylo médium sterilovdno v Erlenmeyerové batice po dobu 15 min pii 121 °C
v autoklavu a poté se pouzilo k zaliti Petriho misek (2 90 mm), které se nechaly zatuhnout.
Na tuhou selektivni pidu v Petriho miskéch se vyockovalo 10 pl kultury z RVS pomoci
klicky tim zplisobem, aby ziskané kolonie byly dobte izolovany. Plotny se nechaly inkubovat
pti 37 °C po dobu 24 h. Posléze se v ptipadé pritomnosti cernych kolonii provedla konfirmace
pomoci Salmonela latex test (FT0203A, Oxoid).
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Obrazek €. 5 — Diagram postupu prikazu bakterii rodu Salmonella

4.12 Stanoveni pritomnosti listerii

Bakterie Listeria monocytogenes byly stanovovany pomoci prikazné horizontalni
metody dle CSN 11290-1, ktera sestavala ze 3 po sobé jdoucich krokt (obrazek ¢&. 6): inokulace
v tuhé selektivni pudé, preockovani v tekuté selektivni pidé a inokulace na tuhou selektivni
pudu. Z divodu mozného vyskytu pomérn¢ velkého poctu doprovodnych mikroorganismi bylo
nutné pouziti selektivnich suplementi.

Nejprve byla ptipravena tekutd selektivni piida pro primarni pomnozeni — polovi¢ni
bujon dle Frasera (angl. half-Fraser broth), ktery se skladal z:

e Demi-Fraser Broth without ferric ammonium citrate (CM 1053, Oxoid) 573 g,

e Destilovana voda 1000 mL.
Slozky byly promichany v Erlenmeyerové baiice a sterilovany v autoklavu pii 121 °C
po dobu 15 min. Vytemperovand ptiida o objemu 225 mL se inokulovala 25 mL vzorku a
nechala inkubovat pfi 30 °C po dobu 24 hodin v termostatu. Nésledovalo preockovani do
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tekuté selektivni pudy (angl. Fraser broth) pro sekundarni pomnoZzeni, kterd byla pfipravena

pomoci:
e Listeria enrichment broth base (CM0863, Oxoid) 544 g,
e Lithium chloride (L-8895, Sigma-Aldrich) g,
e Destilované voda 1000 mL.

Slozky se promichaly a nechaly rozvafit pfi teploté¢ 100 °C v Erlenmeyerové bance a
nasledné byly rozlity do zkumavek po 10 mL, které se sterilovaly v autoklavu pii 121 °C po
dobu 15 min. Po vychladnuti a pfed samotnym rozborem se ptidalo 0,2 mL Secondary
Selective Enrichment Suplement SRO143E (Oxoid) do zkumavky. Z half Fraser broth bylo
pfeockovano 1 mL kultury do pfipravené zkumavky (Fraser broth) obsahujici tekutou
selektivni ptidu pro sekundarni pomnoZzeni. Inkubace prob¢hla v termostatu o teploté 37 °C po
dobu 48 hodin. Pfed inokulaci na pevné selektivni pidy bylo zapotiebi smichat:

e Chromogenic Listeria Agar (ISO) Base (CM 1084, Oxoid) 72 g,
e Destilovand voda 1000 mL.

Zminény agar se smichal s destilovanou vodou v Erlenmeyerové barice a nechal
sterilovat v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 min. Po vychladnuti média bylo ptidano
4,2 mL OCLA (ISO) Selective supplement (SR0226E, Oxoid) a 42 mL Brilliance Listeria
Differential Supplement (SR0228E, Oxoid). Poté se médium vylilo na Petriho misku (2 90
mm) a nechalo zatuhnout. Na tuhou selektivni ptidu se inokulovalo 10 pl kultury z Fraser broth
pomoci klicky tim zplisobem, aby ziskané kolonie byly dobfe izolovany. Poté probé&hla
kultivace pti 37 °C béhem 24 h. V ptipad¢ pfitomnosti charakteristickych modrozelenych
kolonii s hal6 zénou je nutna konfirmace pomoci MALDI-TOF ¢i PCR testu.
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Obrazek €. 6 - Diagram postupu prukazu bakterii Listeria monocytogenes
4.13 Kvasna zkouska

Mikroorganismy pfitomné v mléce mohou zptisobovat zmény v konzistenci, které 1ze
sledovat pomoci kvasné zkousky. Pritbéh této zkousky spocival v inkubaci vzorku ve zkumavce
pti 37 °C po dobu 24 hodin. Podle povahy vznikl¢ srazeniny se indikovali ptevladajici
mikroorganismy (tabulka €. 4).
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Tabulka €. 4 -Vyhodnoceni kultivace kvasné zkousky

Jakostni tFida SraZenina Mlkljoorga?’ls,my
(prevazujici)
L. Celistva, porcelanovita, Bakterie mlé¢ného kvaseni
obsah max 2 plynovych (BMK)
bublinek
1I. Mnoho bublinek a trhlinek, = Kontaminace koliformnimi
vyvstavani syrovatky bakteriemi (pfipadné
proteolytické
mikroorganismy)
111 Klkovita, zna¢na tvorba Pritomnost inhibi¢nich latek,
plynt, nesrazené mléko bakteriofagt

4.14 Vyhodnoceni vysledkii

Narostlé kolonie byly spocitany podle vztahu:

p_ (PL+P2)
= —F— %
11

P1, P2 = pocet kolonii po dvou po sobé& jdoucich fedénich
F = ptevracena hodnota vyssiho pouzitého fedéni

Vysledny pocet kolonii byl vyjadien v jednotkach KTJ — kolonie tvofici jednotky.
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5 Vysledky

Kompletni vysledky kultivace jsou uvedeny v ptiloze (Pfiloha 1, Pfiloha 2 a Pfiloha 3).
5.1 Kbvantitativni stanoveni mikroorganismu

Primérny pocet jednotlivych parametri, které byly zpozorovany, je zminén v tabulce ¢.
5 a zaroven zndzornén pomoci grafu na obrazku €. 7. Nejvyssich primérnych hodnot dosahoval
koaguldzopozitivni S. aureus s hodnotou 12 626 KTJ/mL. Déle byl nasledovan parametrem
CPM s hodnotou 4 091 KTJ/mL, bifidobakteriemi (2 495 KTJ/mL), rodem Staphylococcus
(238 KTJ/mL), BMK (99 KTJ/mL), plisnémi (39 KTJ/mL), kvasinkami a koliformnimi
bakteriemi s hodnotou 2 KTJ/mL. E. coli a laktobacily dosahovaly nejnizsich hodnot < 1,00
KTJ/ mL. U vétsiny sledovanych parametra byl stanoven nejvyssi pocet v ramci 8. tydne.

V ramci stanovovani po¢tu koagulazopozitvniho S. aureus byly ve 2. a 8. tydnu roku 2022
zjiStény vysoké pocty tohoto patogenniho mikroorganismu (127 a 126126 KTJ/mL) a
v disledku toho proveden Staphylase test. Identifikace byla potvrzena pouze ve 2. tydnu.
Snimky vybranych ptitomnych kolonii mikroorganisma po kultivaci jsou uvedeny v ptiloze
(Ptiloha 4, Ptiloha 5, Ptiloha 6, Ptiloha 7, Ptiloha 8, Ptiloha 9).

Pramérny pocet sledovanych parametrt (KTJ/mL)

= Celkovy pocet MO = E.Coli = Koliformni bak. ostatni
Koliformni bak. celkem = BMK = Laktobacily
Bifidobakterie = Kvasinky = Plisné

= Rod Staphylococccus = Koaguldza pozitivni S. aureus

Obrazek €. 7 — Graf zobrazujici primérny pocet zjisténych parametra

Vysledky, které byly statisticky vyhodnoceny jsou zminény v tabulce €. 5. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno v programu IBM SPSS Statistics 28.0.0.0. za pouziti
jednovybérového t-testu a korelacni analyzy s 95% spolehlivosti, a to pouze u parametra
dosahujicich hodnot, které bylo mozné statisticky analyzovat.
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Tabulka ¢&. 5 — Vysledky kultivace a jednovybérového t-testu

, Pramérny pocet Lirpit qany Jednovybérovy t-
Sledovany parametr (KTJ/mL) legislativou test
(KTJ/mL)
Celkovy pocet MO 4091 500 000 shoda
E. Coli <1,00 - B
Koliformni bak. ostatni 2 1 000 shoda
Koliformni bak. celkem 2 1 000 shoda
BMK 99 - -
Laktobacily <1,00 : -
Bifidobakterie 2 496 } )
Kvasinky 2 50 000 shoda
Plisné 39 50 000 shoda
Rod Staphylococccus 238 - -
Koagulazopozitivni S. 12 626 10 000 neshoda
aureus

Pfi porovnéni vyslednych primérnych hodnot s legislativou za pomoci jednovybérového
t-testu bylo zjisténo, Ze se celkovy pocet mikroorganismt shodoval s danym legislativnim
limitem (CPM = 500 000 KTJ/mL), tedy nebyl ptekrocen, jelikoz dosahoval v priméru daleko
nizSich hodnot s rozdilem 495909 KTJ/mL. Koliformni bakterie s vyslednym poctem 2
KTJ/mL byly rovnéZ ve shodé s legislativnimi pozadavky (CSN 570529), které uvadi limit
1000 KTJ/mL. Rozdil mezi limitem a skutecnym poctem dosahoval 9998 KTJ/mL.
Piedpokladany pocet 50 000 KTJ/mL psychrotrofnich organismii dle CSN 570529 se shodoval
s vyslednym primérnym poctem souctu kvasinek a plisni, tedy nedoslo k piekroceni limitu
s poctem 41 KTJ/mL. Rozdil mezi limitem a skute¢nym poctem sledovaného parametru ¢inil
49 959 KTJ/mL. Skutecny pocet koagulazopozitivniho Staphylococcus aureus s hodnotou 12
626 KTJ/mL se neshodoval s legislativou udavajici maximalni limit 10 000 KTJ/mL (Natizeni
Komise 1441/2007). Limit byl ptekroen o 2 626 KTJ/mL. Pocet BMK, bifidobakterii a
stafylokokll nebyl porovnavan s legislativou, jelikoz tyto parametry nejsou u jakosti syrového
kravského ¢i buvoliho mléka sledovany.

Tabulka €. 6 — Zavislost mezi jednotlivymi parametry

Sledované Bifido- . Rod Koagulazapozitivni
. sné
parametry bakterie Staphylococcus S. aureus
BMK 1 zadnd  zaddna  stedni pfima zadna
) . 1, silna o o,
Bifidobakterie zadna 1 o silna pfima silna pfima
ptima
- o1, silnd
Plisn¢ zadna v 1 silna pfima siln& pfima
pfima
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Rod sfedni silna silna

. . v 1 silna pfima
Staphylococcus ~ pfimd  pfima  pfima
Koagulazopozitivni _, ., silna silna e,
zadna o, o, silna piima 1
S. aureus pfima  piima

Mezi vyslednymi pocCty jednotlivych parametrii byla rovnéz sledovana korelace, ktera je
zobrazena v tabulce €. 6 dle zdvislosti. Na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 byla zjisténa stfedni
pfima zavislost BMK a stafylokoki. Graficky znazornéné korelace mezi témito parametry je
na obrazku ¢. 8. S pravdépodobnosti 99 % byla sledovana silnd piima zavislost mezi
bifidobakteriemi a koagulazopozitivnim S. aureus, mezi bifidobakteriemi a stafylokoky, mezi
bifidobakteriemi a plisnémi, mezi plisnémi a koaguldzopozitivnim S. aureus a mezi plisnémi a
stafylokoky, jejichz korelace je zndzornéna na obrazku €. 9. U ostatnich parametrt sledovanych
z diivodu mozné korelace nebylo provedeno grafické znazornéni z divodu vysokych
rozdilnych hodnot, diky kterym by nebylo zndzornéni ¢itelné.

Pocet BMK a stafylokokd v ramci tydn(
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2021 T{/den odbéru 2022

e BMIK Rod Staphylococccus

Obrazek ¢. 8 — Graf sledovani korelace mezi BMK a stafylokokt
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Obrazek ¢. 9 — Graf sledovani korelace mezi plisnémi a stafylokoky

5.2 Kbvalitativni stanoveni mikroorganismu

Pfi stanovovani prikaznosti salmonel ¢i listérii nebyla v jediném vzorkii sledovéana
pfitomnost ani jednoho z patogennich mikroorganismi. Nicméné v ptipadé kvasné zkousky
byly zjiSténa zména s nastoupenim nového roku (tabulka ¢. 7). Béhem 45. — 49. tydne roku
2021 ptevazovaly kyselinotvorné mikroorganismy (BMK), které byly snovym rokem
nahrazeny mikrorganismy proteolytickymi. Souc¢asné v poslednim tydnu méteni roku 2022 dle
metod kvasné zkousky byla zjiSténa pfitomnost inhibi¢nich latek. Snimky vysledkti kvasné
zkousky jsou uvedeny v ptiloze (Ptiloha 10 a Piloha 11).

Tabulka €. 7 — Vysledky kvasné zkousky v pribéhu tydnti

Tyden 45. 46. 48. 49. 2. 3. 4. 6. 8. 9.
Prevazujici
MO
*PL = proteolytické mikroorganismy

**]L = inhibi¢ni latky

BMK BMK BMK BMK PL* PL* PL* PL* PL* IL**
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6 Diskuze

Z dtvodu nartstajiciho zajmu o buvoli mléko a moznym vhodnym podminkam pro chov
buvold se i ve védecké sféfe objevuji nové studie zabyvajici se mikrobiologickou kvalitou
buvoliho mléka (Giirler et al. 2013; Ling et al. 2016; Bailone et al. 2017). K ¢asto sledovanym
parametrim patii CPM (Han et al. 2007; Giirler et al. 2013), BMK (Giirler et al. 2013),
laktobacily (Girler et al. 2013), koliformni bakterie (Han et al. 2007; Giirler et al. 2013; Hashmi
& Saleem 2015), kvasinky a plisn¢ (Coroian et al. 2010; Giirler et al. 2013; Hashmi & Saleem
2015), E. coli (Giirler et al. 2013; Hashmi & Saleem 2015), S. aureus (Han et al. 2007; Giirler
et al. 2013; Hashmi & Saleem 2015), salmonely (Coroian et al. 2010) a listerie (Rahimi et al.
2014).

Vzorky buvoliho mléka analyzované a vyhodnocené v této praci obsahovaly v priméru
CPM 4,1 - 10° KTJ/mL, coZ Ize povaZovat za velmi nizkou hodnotu pfi porovnani s vyslednymi
pocty jinych autord. Autofi studie Han et al. (2007) provedené na ¢inském tuzemi zjistili vyssi
hodnoty CPM odpovidajici 3,9 - 10° KTJ/mL. Podobny pramérny pocet CPM za 4 roky
analyzovani vzorki sledovanych v brazislkém buvolim mléce dosahl 4,3 - 10° KTJ/mL,
pii¢emz nejvy$si nartst s medianem 1,7 - 10° KTJ/mL byl sledovan béhem letnich mésicu.
Vzorky pochéazely od buvoll chovanych na 12 riznych farméch a byly ziskané béhem let 2011-
2014 (Bailone et al. 2017). Buvoli mléko zkoumané v Thajsku obsahovalo v priméru
4,43 - 10° KTJ/mL CPM (Chuaychoo et al. 2013). Giirler et al. (2013) stanovili pomoci
kultivace na TPCA agaru 2,3 - 10° KTJ/mL CPM, které byly izolovany z mléka buvoll
chovanych na rodinnych farméch v Turecku, majicich méné jak 10 buvoli.

Vysledné hodnoty této prace a ze zminénych studii od Han et al. (2007), Chuaychoo et
al. (2013) a Bailone et al. (2017) se pohybuji v rdmci stanoveného limitu, nicmén¢ po¢et CPM
zjistény Giirler et al. (2013) jiz ptesahuje limit CPM < 500 000 KTJ/mL stanoveny dle Natizeni
EP a Rady (ES) ¢. 853/2004 a Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006, ktery je uren pro mléko
pro potravinaiské zpracovani, nezahrnujici tepelnou tpravu. V piipadé tepelného zpracovani
syrového mléka by vySe uvedena hodnota neptekracovala stanoveny limit CPM < 1 500 000
KTJ/mL dle Natizeni EP a Rady (ES) ¢. 853/2004 a Natizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006.
Vysoké pocty CPM mohou byt zplisobeny zejména nespravnymi hygienickymi podminkami
v pribehu dojeni, ziskavani a transportu syrového mléka (Giirler et al. 2013). Ackoliv se mohou
zdat nckteré pocty pfiliS vysoké, existuji studie i1 s pocetnéjSimi CPM s hodnotou
6,6 - 10° KTJ/mL, nicméné zjisténych u kravského mléka (Bereda et al. 2012).

Koliformni bakterie patfici k doplitkovym znakiim jakosti kravského mléka, ale
sledované i u mléka buvoliho, byly u vzorkil analyzovanych v této praci pfitomny v primérném
poctu 2 KTJ/mL, pfi¢emz narostly pouze béhem jedné analyzy ve 2. tydnu roku 2022. Zatimco
v turecké studii dosli k mirné vyssi primérmé hodnoté odpovidajici 8,9 - 10> KTJ/mL (Giirler
et al. 2013), soucasn¢ zaznamenali mirny nartst koliformnich bakterii béhem letnich mésict.
Ke stejnému vysledku dospéli i autofi Hashmi & Saleem (2015) s poétem 8,9 - 10> KTJ/mL
koliformnich bakterii sledovanych v Pakistanu. Obdobné& nizké pocty (2,6 - 10> KTJ/mL) byly
pozorovany i v mléce buvolti chovanych v Cing (Han et al. 2007). V Rumunsku Coroian et al.
(2010) analyzovali mléko pochazejici od vodnich buvoli plemene Romanian a Murrah,
u kterych bylo zjisténo 5,0 - 10! KTJ/mL a 4,0 - 10" KTJ/mL koliformnich bakterii v mléce,
coz stale odpovida v minulosti stanovenym, jiz neplatnym a nenahrazenym, limitim nejvyse
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1 000 KTJ v 1 ml pti 30 °C (CSN 570529). A¢koliv vyse zminéné podty patii k velmi nizkym,
béhem venezuelské studie provadéné Uzcéategui et al. (2018), ktefi analyzovali vzorky od 46
buvolli vramci 2 dni, nevyrostla na Petriho miskdch dokonce ani jedinad kolonie. Nutno
vyzdvihnout fakt, Zze odbér probéhl pouze béhem dvou dnti. Pfitomnost koliformnich bakterii
z ¢asti indikuje fekalni znecisténi, avSak ve vétsing patii ke kontaminantim Zivotniho prostiedi
(Martin et al. 2016).

Escherichia coli, jako zéastupce koliformnich bakterii indikujici fekalni znecisténi,
v ramci kvantitativniho stanoveni této prace byla primérné sledovana v poc¢tu <1,00 KTJ/mL.
Jedina detekce 1 KTJ/mL prob¢hla ve 45. tydnu roku 2021. U zbylych analyz nebylo na Petriho
misce nic zpozorovano. Obdobné obstojné hodnoty (1,8 KTJ/mL) byly sledovany v buvolim
mléce pochdzejici od vodnich buvolii plemene Murrah z Rumunska (Coroian et al. 2010)
Nicméné E. coli v syrovém buvolim mléce mize byt pfitomna i v pomérn¢ vyssSich poctech,
coz dokazuje studie provedena Han et al. (2007) s vysledkem 3,4 - 10! KTJ/mL na ¢inském
uzemi, turecka studie s hodnotou 1,3 - 10! KTJ/mL (Giirler et al. 2013), ale i indické studie
s rovnocennym poctem 1,3 - 10" KTJ/mL (Hashmi & Saleem 2015). Nizké poéty E. coli v BM
mohou byt mimojiné vysvétleny inhibicnim pisobenim vybranych laktobacilii (Shafakatullah
& Chandra 2014).

V mléce jsou navic sledovany jako doplikové znaky jakosti i psychrotrofni
mikroorganismy, jiz jsou zastoupeny kvasinkami, plisnémi, Listeria spp., Pseudomonas spp. a
Micrococcus spp. (CSN 570529). V této praci byl viak zkouman pouze poéet kvasinek a plisni
a ptitomnost bakterii Listeria monocytogenes. Kvasinky a plisn¢ zjisténé béhem desetitydenni
analyzy v ramci této prace byly pozorovany v primérém poctu 2,0 - 10! KTJ/mL, kdeZto
plisné byly zastoupeny v poétu 3,9 - 10! KTJ/mL a kvasinky 2 KTJ/mL. Tureéti autofi Giirler
et al. (2013) zaznamenali mirné vyssi nartst s hodnotou 4,3 - 10> KTJ/mL kvasinek a plisni
pfitomnych v mléce, jez bylo odebrano buvoliim na rodinnych farméch. Ke shodnému poctu
4,3 - 10> KTJ/mL kvasinek a plisni dospé&li i v Indii Hashmi & Salem (2015). Obdobné vysledky
s hodnotou 6,3 - 102 KTJ/mL byly zjistény Coroian et al. (2010), nicméné i tak spolu s ostatnimi
studiemi nedoslo k piekro¢eni limitu 50 000 KTJ/mL (CSN 570529). Nutné ovem zminit, Ze
byly sledovany pouze kvasinky a plisné, které patfi kjednim zmnoha zastupcim
psychrotrofnich  mikroorganismi. O detekci kompletni skupiny psychrotrofnich
mikroorganisml se pokusili Uzcategui et al. (2018), kteti analyzovali vzorky od 46 buvola
v rdmci 2 dni, nicménég jim zadné kolonie nevyrostly.

BMK tvoii dominantni skupinu syrového buvoliho mléka, jak naznacuji studie v Turecku
s poétem 5,5 - 105 KTJ/mL (Girler et al. 2013) &i v Cing 4,2 - 10* KTJ/mL (Han et al. 2007).
Lze se vSak setkat i s men§im zatoupenim BMK, jak ukazali autofi Hashmi & Salem (2015)
v indické studii s poétem 8,9 - 10> KTJ/mL. Skrovné poéty v porovnani se studiemi z Ciny a
Turecka byly zjistény i v této praci s primérnou hodnotou 9,9 - 10! KTJ/mL. Pfi konkrétnim
nahlédnutim na jednotlivé odbéry v 8. tydnu roku 2022 narostlo na Petriho miskach vétsi
mnozstvi BMK, celkem 2,3 -+ 10> KTJ/mL. Zastupce BMK Lactobacillus spp. byl v ramci této
prace pozorovan v pruméru < 1,00 KTJ/mL. Jiné pokusy o detekci laktobacili v BM byly
ptevazovaly Lb. Acidophilus, Lb. delbrueckii ssp. Bulgaricus (Aziz et al. 2009) a
Lb. Paraplantarum (Kalhoro et al. 2019). Pro pfedstavu v kravském mléce se obvykle
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laktobacily pohybuji v rozmezi 1.0 - 10> — 3,2 - 10* KTJ/mL (Kagkli et al. 2007; Quigley et al.
2013).

Béhem desetitydenniho analyzovani syrového BM byl rod Bifidobacterium spp. zjistén
pouze v poslednim tydnu odbéru, a to 8. tyden roku 2022 v poétu 2,5 - 10* KTJ/mL. Souasné
byla dokdzana silnd piimé zavislost tohoto bakteridlniho rodu s plisnémi, stafylokoky a S.
aureus, které v poslednim tydnu odbéru vykazovaly nejvys$si hodnoty za celou dobu
analyzovani. Pfitomnost bifidobakterii byla zjisténa 1 v syrovém BM v Egypté, kde pfitomné
bakterie identifikovali u 51 % vzorkd. Soucasné¢ detekovali majoritni zastoupeni
Bifidobacterium dentium a Bifidobacterium suis. V dané studii rovnéz potvrdili pfitomnost
bakterii i u 66 % vzorkt kravského mléka (El-Gendi & Ali 2012). Taye et al. (2021) detekovali
dokonce 2,3 - 10" KTJ/mL v kravském mléce. Vyskyt bifidobakterii v syrovém mléce indikuje
mozné fekalni znecisténi (Delcenserie et al. 2005).

Rod Staphylococcus spp. patii k bézné se vyskytujici mikrobioté zdravych buvold, jak
nasveédCuji i vysledky v této praci. V kazdém tydnu analyzy byly bakterie pfitomny, pficemz se
vyskytovaly v primérném poctu 2,4 - 10> KTJ/mL. Jejich pfirozeny vyskyt potvrzuje i studie
provedena Catozzi et al. (2017), béhem které porovnavali mikrobidlni zastoupeni zdravych
buvolti, buvold s klinickou mastitidou a buvoll postizenych subklinickou mastitidou. Mezi
mikroorganismy zastoupené v mléce zdravych buvolil byl vzdy ptitomen rod Staphylococcus,
kdy jeho zastoupeni dosahovalo nejvétSi relativni Cetnosti pfi piitomnosti <100 000
somatickych bun€k v 1 mL. Se zvySujici poctem PSB (pocet somatickych bun¢k) se snizovalo
zastoupeni stafylokokii. Maniruzzaman et al. (2010) detekovali stafylokoky u 32,5 %
z analyzovanych vzorkd, bohuzel v§ak neprovadéli kvantitativni stanoveni danych bakterii.

Pti analyzovani vzorkii BM v této praci byl zjistén pramérny pocet 1,3 - 10* KTJ/mL
S. aureus. Nicméné je nutné zminit, Ze pouze v ramci 2. tydne (v roce 2022) odbéru byl
potvrzen koaguldzopozitivni S. aureus pomoci Staphylase testu. U ostatnich dvou vzorkl
analyzovanych v jinych tydnech vSak negativni Staphylase test vyvratil ptitomnost
koaguldzopozitivnich bakterii. Pfi porovnani s hodnotami zjisténych Han et al. (2017) a
Coroianetal. (2010), 4,8 - 10' KTJ/mL a 6,3 - 10! KTJ/mL, vysledky této prace dosahuji veelku
vysokych ¢isel. Stale niz8i pocty S. aureus s mirnym nértstem v letnich mésicich byly zjistény
vramci studie provadéné na tureckém tzemi, kdy vysledné mnozstvi kolonii odpovidalo
2,9 - 10> KTJ/mL (Giirler et al. 2013). Indicka studie provedena Hashmi & Saleem (2015)
zjistila stejné mnozstvi s poctem 2,9 - 10> KTJ/mL. O par let pozdé&ji Uzcategui et al. (2018) pii
analyzovani vzorkii mléka od 46 buvolii chovajicich v Panamé zjistili pomérné hojnéjsi
zastoupeni S. aureus, a to u 3 vzorki s mnozstvim 1 - 10°, 1 - 10%a 1 - 10° KTJ/mL. Jednak
byly zpozorovéany typické halé zony na Petriho miskach a soucasné byla jejich identifikace
potvrzena pozitivnim testem na koagulazu. U 40 buvolt jiz trpicich subklinickou mastitidou
sledovali El-Razik et al. (2010) ptitomnost S. aureus, jehoz incidence zjisténa pomoci Uni-PCR
testu Cinila 15,6 %. Catozzi et al. (2017) zaznamenali 18,5% zastoupeni S. aureus u buvola
s klinickou mastitidou a 44,6% zastoupeni v pfipad¢ syrového mléka ziskaného od buvola
trpicich subklinickou mastitidou.

Koaguldzopozitivni stafylokoky pifedstavuji nebezpeci pro cloveka, ale i pro zvife
samotné, jelikoz patfi k plivodcim klinické mastitidy. Subklinickou mastitidu v§ak mohou
zapricinit jednak koaguldzopozitivni stafylokoky, ale 1 koaguldzonegativni zastupci
stafylokoktl, které patii k pfevazujici mikrobioté pfitomné pii probihajicim zanétu. Nékteré
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zpravy naznacuji, Zze vhodnymi kontrolnimi postupy jsou segregace a/nebo selektivni
vyfazovani infikovanych zvitat. Jini vSak zjistili, Ze G€innym planem kontroly je také pouzivani
spravnych postupti dojeni. S. aureus vSak ptedstavuje 10 az 12 % vsSech klinickych infekci
mastitid (Tenhagen et al. 2009). Dtlezité ovSem zminit, Ze at’ uz vyjde vysledny pocet S. aureus
v mléce jakykoliv, syrové mléko by mélo byt téchto patogennich mikroorganisml prosté
(Oliver et al. 2009).

Pritomnost patogennich bakterii rodu Sa/monella nebyla u vzorka syrového buvoliho
mléka v této praci prokdzana ani v jednom tydnu odbéru, coz je i v souladu s legislativou
(Natizeni Komise 1441/2007). Identifikace salmonel rovnéz nebyla potvrzena ani Coroian et
al. (2010), kteti analyzovali 50 vzorki mléka v pribéhu 4 mésicii u zfejmé zdravych buvoli.
Zminéné vysledky l1ze povazovat jako kladné, jelikoz by tyto patogenni bakterie nemély byt
v syrovém mléce ptitomny (Oliver et al. 2009). Bohuzel vSak existuji i studie ukazujici mozny
vyskyt salmonel, nicmén¢ sledovanych v kravském mléce, s prevalenci 2,2 % (Murinda et al.
2002), 6 % (Jayarao et al. 2006) ¢i 15 % (Houser et al. 2008).

Patogenni Listeria monocytogenes nebyla v pribéhu analyzovani buvoliho mléka
z farmy Ohaf zjisténa v jediném vzorku, a odpovida tak stanovenym limitdm (CSN 11290-1).
Nulovy vyskyt L. monocytogenes lze vysvétlit moznym antagonistickym plisobenim
koliformnich bakterii a BMK vi¢i tomuto patogenu, coz jiz bylo sledovano v nékolika studiich
(Ortolani et al. 2010; Navratilova a kol. 2012; Breyer et al. 2020; Aragon-Alegro 2021). OvSem
v syrovém BM v Iranu byla ptitomnost Listeria spp. potvrzena pomoci PCR testti u 14,7 %
vzorkd, pficemz populace L. monocytogenes zaujimala 2,9 % (Rahimi et al. 2014). Vice autori
se zajimalo o pfitomnost tohoto patogenniho mikroorganismu v kravském mléce, kde jeho
prevalence odpovidala 2,8 % (Jayarao et al. 2006), 4,8 % (D’Amico et al. 2008), ale 12,6 %
(Hassan et al. 2000).

Diky kvasné zkouSce provedené v této praci bylo zjisténo, ze v roce 2021 pievazovaly
BMK a nésledné pfevazovaly proteolytické MO. Nicméné nelze brat tuto, sice jednoduchou,
zkousku jako spolehlivou, jelikoz v ramei kultivace BMK provedené soucasné spolu s kvasnou
zkouskou sice BMK byly zastoupeny ve vétSim poctu v roce 2021, ale nedoslo k narastu
koliformnich MO béhem roku nasledujiciho. Koliformni bakterie v ramci kultivace na Petriho
miskach byly pozorovany pouze v 2. tydnu roku 2022, jinak nedoSlo k zddné detekci.
K vysvétleni neshody téchto dvou metod by bylo zapotiebi dalsi zkoumani problematiky.
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7 Zavér

Syrové mléko ziskané od buvolt chovanych za ekologickych podminek na jediné buvoli
farmé v Ceské republice bylo v ramci diplomové prace podrobeno mikrobiologické analyze.
Béhem obdobi listopad 2021 - tnor 2022 probéhlo 10 odbért smésnych vzorkl buvoliho mléka
a pokazdé doSlo ke stanoveni urcitych mikrobiologickych parametrt. K detekci danych
mikroorganisma slouzily pievazné plotnové kultivaéni metody, vyjma provedeni kvasné
zkousky.

Z vysledki vyplyvajicich z mikrobiologického rozboru je nutné vyzdvihnout primérny
pocet CPM, ktery nejenom odpovidal limitim stanovenym pro buvoli mléko, ale souc¢asné by
se dal zatadit do I. tfidy jakosti, kterd vSak u jiné¢ho, nez kravského mléka neni dana. Za zminku
stoji 1 nepfitomnost indikatorového mikrooganismu E. coli a absence patogennich salmonel a
listerii. Soucasné byly detekovany koliformni bakterie, kvasinky a plisn¢ ve velmi malém
zastoupeni, u nichZ nebyl ptekro€en limit stanoveny v minulosti legislativou. Piekvapivé nizké
pocty byly zjistény u BMK a laktobacill, které u buvoliho a kravského mléka dosahuji bézné
vyssich pocti a jsou do urcité miry zddouci. Nicméné BMK jako pifevazujici mikrobiotu
buvoliho mléka vyhodnotila kvasna zkouska. Rod Bifidobacterium spp. byl zjist€n pouze
v jednom piipade, nicméné jeho vyskyt v syrovém mléce indikuje mozné fekélni znecisténi.
Pritomnost stafylokokti byla potvrzena pti kazdém odbéru, jejich pocet vSak neni legislativou
regulovan. Dulezitym zastupcem z tohoto rodu je vSak Staphylococcus aureus, ktery jako
koagulazopozitvni mikroorganismus byl bohuzel jednou detekovan. Z hlediska mozné indikace
mastitidy a ohroZeni lidského zdravi by bylo vhodné buvoly podrobit podrobnéjsimu vySetfeni,
aby doslo k zamezeni Sifeni zminéného patogenu.

Zavérem lze zhodnotit kvalitu buvoliho mléka, z hlediska zastoupeni zadoucich a
nezédoucich mikroorganismu, jako velmi pfiznivou pfi porovnani s vysledky od jinych autort,
nicméné nutno neopomenout pritomnost S. aureus, ktery by mohl znamenat ohrozeni zdravi
zvitete i ¢loveka.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

BM - buvoli mléko

BMK - bakterie mlé¢ného kvaseni
CLA — konjugovna kyselina linolenova
CN - kasein

CPM - celkovy pocet mikroorganismi
HUS — hemolyticko-uremicky syndrom
KM — kravské mléko

LAB — lactic acid bacteria

PSB — pocet somatickych bun¢k

SFA — nasycené mastné kyseliny

SVP — spravna vyrobni praxe

TK — tukova kapénka

TPC — total plate count

USFA — nenasycené mastné kyseliny
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha 1 — Kompletni vysledky z mikrobiologického rozboru (¢ést I)

Koliformni Koliformni

Rok (’)I;ﬁ)déel’llll pf)eéle';"l\vqyo E. Coli bak. bak. BMK
Ostatni Celkem

2021 45 155,89 1 0 0 42,34
2021 46 536,36 0 0 0 93,69
2021 48 819,82 0 0 0 309,09
2021 49 990,99 0 0 0 34
2022 2 1233,12 0 20 20 123
2022 3 131,53 0 0 0 77,48
2022 4 590,91 0 0 0 33,64
2022 6 2272727 0 0 0 32,73
2022 7 6876,57 0 0 0 18
2022 8 6846,847 0 0 0 2272727

Priloha 2 — Kompletni vysledky z mikrobiologického rozboru (¢ést II)

Rok (’)ILI}i)d;’Illl Laktobacily Bifidobakterie ~Kvasinky Plisné ¢ h;‘l‘(’)‘cloccus
2021 45 0 0 0 0 27,3
2021 46 0 0 0 0 50
2021 48 0 0 0 3,64 390,91
2021 49 0 0 0 8,18 8,18
2022 2 1 0 0 0 252,25
2022 3 0 0 0 1 10
2022 4 0 0 0 1 11,82
2022 6 0 0 15,45 9,09 272,73
2022 7 4 0 2,7 4,54 54,05
2022 8 2 2495495 2,7 360,36 1306




Ptiloha 3 — Kompletni vysledky z mikrobiologického rozboru (¢ast I1I)

y A itivni s Kvasna
vk odbiru S amemns  SHmonely  Listerie 00
2021 45 4,55%* Negativni Negativni  Kyselinotvorné
2021 46 0 Negativni Negativni  Kyselinotvorné
2021 48 0 Negativni Negativni  Kyselinotvorné
2021 49 0 Negativni Negativni  Kyselinotvorné
2022 2 127,27%* Negativni Negativni  Proteolytické
2022 3 0 Negativni Negativni  Proteolytické
2022 4 0 Negativni Negativni  Proteolytické
2022 6 0 Negativni Negativni  Proteolytické
2022 7 0 Negativni Negativni  Proteolytické
2022 8 126126,1** Negativni Negativni  Inhibi¢ni latky

* Staphylase test pozitivni
** Staphylase test negativni

II

-

Ptiloha 4 — Snimek narostlych kolonii S. aures na Petriho misce



Ptiloha 5 — Snimek ptipravy na konfirmacni test za pomoci pfeockovani S. aureus
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Priloha 7 — Vysledek kultivace BMK za pomoci MRS Agaru

Priloha 8 — Vysledek stanoveni stafylokoki po kultivaci pomoci Staphylococcus medium
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Ptiloha 9 — Vysledek kultivace CPM s pfitomnymi bakteriemi rodu Serratia
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Priloha 10 — Vysledek kvasné zkousky s prevahou kyselinotvornych bakterii




Priloha 11 — Vysledek kvasné zkousky s pritomnosti inhibi¢nich latek
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