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Souhrn

Studie se zabyvala mikrobiologickou kvalitou syrového
mléka prodavaného prostfednictvim mlécnych automati
v letech 2013-2014 na uzemi Jihomoravského kraje.
Celkem bylo odebrano 45 vzorki mléka z 9 mlécnych
automatti pochazejicich z 6 farem. Mléko bylo odebirano
do sterilnich vzorkovnic a nasledné analyzovano na pfi-
tomnost vybranych skupin a druht bakterii: celkovy pocet
mezofilnich mikroorganismi (CPM), pocty bakterii celedi
Enterobacteriaceae, enterokoku, koagulazapozitivnich
stafylokokd a Escherichia coli (E. coli). Na zakladé
provadéné studie jsme zaznamenali nasledujici vysledky:
CPM bylo zjisténo v rozmezi hodnot 8,1.10° az
2,4.10° KTJ/ml, bakterie celedi Enterobacteriaceae
1,0.10'-9,0.10° KTJ/ml, enterokoky 1,3.10'-3,6.10> KTJ/ml,
E. coli 1,0.10°5,6.10° KTJ/ml koaguldzapozitivni stafy-
lokoky 1,0.10'-4,5.10*> KTJ/ml. Pfitomnost E. coli byla
zaznamenana u 42 (93,3 %) vzorki a detekovali jsme
celkem 47 izolatd E. coli. Patogenni bakterie Staphylo-
coccus aureus byla zaznamenana v 30 (66,7 %) ptipadech
a bylo detekovano 44 izolata.

Klicova slova: mlééné automaty, CPM, Enterobacte-
riaceae, enterokoky, koaguldzapozitivni stafylokoky,
Escherichia coli

Summary

The study focused on the microbiological quality of raw
milk sold through milk vending machines in the period of
2013-2014, in the South Moravian region. A total of
45 milk samples collected from 9 milk vending machines
comming from 6 farms in South Moravian region were
examined. Milk samples were taken into sterile bottles and
analyzed for the presence of the following microbial
groups: the total number of microorganisms (TNM),
Enterobacteriaceae, Enterococci, Escherichia coli (E. coli)
and Staphylococcus aureus (S. aureus). We have found that
the counts of TNM varried from 8.1.10° to 2.4.10° CFU/ml,
Enterobacteriaceae 1.0.10'-9.0.10° CFU/ml, Enterococci
1.3.10'-3.6.10*> CFU/ml, E. coli 1,0.10°-5,6.10° KTJ/ml
coagulase positive staphylococci 1,0.10'-4,5.10* KTJ/ml.

The presence of Escherichia coli was observed in
42 (93,3%) samples and also 47 isolates were obtained.
The pathogenic bacteria Staphylococcus aureus was
observed in 30 (66.7%) samples and also 44 isolates were
obtained.

Keywords: vending machines, TPC, Enterobacte-
riaceae, enterococci, coagulasopositive staphylococci,
Escherichia coli

Uvod

MIléko je potravina s vysokou nutricni hodnotou,
obvykle dobfe stravitelné a jeho konzumace je odborniky
v oblasti vyZivy podporovéna. Tradi¢né je v Ceské repub-
lice konzumovano balené pasterované mléko, avSak od
roku 2003 byl v Ceské republice povolen piimy prodej
syrového mléka ze dvora a od roku 2009 se rozsifil
i prodej syrového mléka z mlécnych automatd. Tento
novy zpusob prodeje syrového mléka vSak prinasi
i mozna zdravotni rizika. Obecné plati, Ze v mléce
zdravych dojnic je uvnitf mlécné zZlazy jen minimalni
bakteridlni osidleni. Bakterie v§ak mohou kontaminovat
mléko ihned po nadojeni. NejcastéjsSim zdrojem bakterial-
ni kontaminace je v prostfedi mlécnych farem ovzdusi,
podestylka, krmivo, technologické zatizeni a pracovnici
(Lejeune a Rajala-Schultz, 2009). Dal§im moZnym zdro-
jem kontaminace je vlastni ziskdavani mléka, jeho
skladovani a preprava (Millogo a kol., 2010). Na farmach
byla sledovdana hygienickd kvalita syrového mléka
(celkovy pocet mikroorganismti - CPM, pocty baktérii
Celedi Enterobacteriaceae, enterokoku, koaguldzopozi-
tivnich stafylokokti a Escherichia coli). S prichodem
prodejnich automati na mléko doslo k uprave legislativy
a byla prijata Vyhlaska ¢. 128/2009 Sb. umoziujici
zemédélciim prodej az 35 % jejich produkce formou tzv.
mlékomatt, tedy prodejnich automatiti na mléko. Hranice
pro mikroorganismy rostouci pfi 30 °C pro syrové
kravské mléko udavd Natrizeni EP a Rady (ES)
¢. 853/2004, které stanovuje obsah mikroorganismil pii
30 °C <100 000 v 1 ml (klouzavy geometricky primér).
Od 1. bfezna leto$niho roku vstoupila v G¢innost noveli-
zace Vyhlasky ¢. 289/2007 Sb. o veterinarnich a hygie-
nickych pozadavcich na zivociSné produkty, které nejsou
upraveny primo pouZitelnymi predpisy Evropskych
spolecenstvi, kde byl wuveden limit pro vyskyt
Staphylococcus aureus v syrovém mléce, a to v mnozstvi
5.10> KTJ/ml. Mikrobiologicka kvalita syrového mléka
je ovlivitovdna mnoha faktory, které se vzajemné podminuji.

Cilem této prace je upozornit na nékteré z nich a vyhod-
notit mikrobiologickou bezpecnost syrového mléka ve sle-
dovanych mlékomatech.

Material a metodika

Odbér vzorkt probihal od dubna 2013 do prosince 2014.
Celkem bylo odebrano 45 vzorkd mléka z 9 mlécnych
automatti pochazejicich z 6 farem (A-F) v Jihomoravském
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kraji. Mléko o objemu 1 litr bylo ode- Tab. 1 Visledky poctu sledovanych ukazatel(i v syrovém kravském mléce

birano do sterilnich vzorkovnic a po z mlécnych
prevozu do laboratofe pfti teploté Sledovany
4 £ 1 °C bylo ihned zpracovéno. ukazatel

U vzorkad byl stanoven celkovy
pocet mezofilnich mikroorganismu
(CPM v KTJ/ml, kde KTJ = kolonie
tvorici jednotky), pocet baktérii Ce- | ¢. Enterobacteriaceae
ledi Enterobacteriaceae (KTJ/ml),
pocet enterokoktt (KTJ/ml), pocet
koagulazapozitivnich  stafylokokt
a prukaz baktérii Escherichia coli.

Hodnoty CPM byly stanoveny podle | E- coli
normy CSN ISO 4833, pro kultivaci

CPM

Enterokoky

automatti

Hodnoty Farmy
A B C D E F

aritmeticky.
primér | 3,8.10° | 6,3.10° | 6,1.10* | 4,0.10* | 55.10" | 4,9.10* |5,10.10°
v KTJ/ml

aritmeticky
primér | 1,0.10% | 1,1.10% | 1,1.10% | 1,2.10* | 2,1.10? | 8,8.10" | 1,2.10%
v KTJ/ml
aritmeticky
primér | 6,3.10' | 7,3.10' | 7,3.10" | 6,4.10' | 7,4.10' | 6,6.10' | 6,9.10'
v KTJ/ml
aritmeticky
primér | 2,0.10" | 2,5.10" | 2,0.10" | 2,3.10" | 2,3.10" | 2,5.10" | 2,3.10'
v KTJ/ml

.. e . aritmeticky
byla pouzita kultivatni puda GTK | g ayreys primeér | 1,1.102 | 1,3.10° | 1,1.10% | 1,1.102 | 7,5.10" | 1,1.102 | 1,1.102
(HiMedia, IND) a inkubace probé&hla v KTJ/ml
pri teploté 30 °C po dobu 72 hodin. CPM - celkovy pocet mikroorganismdi, E. coli - Escherichia coli, S. aureus - Staphylococcus aureus,

Stanoveni poctu baktérii celedi
Enterobacteriaceae bylo provadéno dle CSN ISO 21528-1,
kultiva¢ni piida VCZG (HiMedia, IND). Konfirmace sus-
pektnich izolatd spocivala v negativnim prikazu oxidazy
(OXItest, Erba-Lachema, CR) a zkousce fermentace
glukozy.

Pocet enterokokul byl stanoven po kultivaci na S-B agaru
(HiMedia, IND).

Stanoveni poctu baktérii E. coli bylo provadéno dle
metody CSN ISO 16649-2 tzv. horizontalni metodou pro
stanoveni poctu B-glukuronidazapozitivnich Escherichia
coli, za pouZiti techniky pocitani kolonii vykultivovanych
pfi 44 °C s pouzitim 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
glukuronidu. Priikaz byl provadén modifikaci metody CSN
ISO 16649-2. Po pomnoZeni vzorku v pufrované
peptonové vodé (Oxoid, VB) pti 37 °C po dobu 24 hodin
s naslednou kultivaci na TBX agaru (44 °C, 24 h).
Konfirmace suspektnich izolatii spoc¢ivala v negativni reak-
ci na oxiddzu (OXItest, Erba-Lachema, CR) a v pozitivni
reakci na tvorbu indolu (COLItest, Erba-Lachema, CR).

Stanoveni pocétu koagulazapozitivnich stafylokokd bylo
provadéno podle CSN ISO 6888-1, pritkaz byl proveden po
pomnozeni v pufrované peptonové vodeé (OXOID, UK). Ke
kultivaci bylo pouzito médium Baird-Parker (OXOID,
UK). Identifikace suspektnich kolonii byla provedena
pomoci biochemického testu volné koagulazy (DENKA
SEIKEN Co., LTD., Japan). Konfirmace suspektnich
kment S. aureus byla provedena metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR) detekci specifického useku SA442
(Martineau a kol., 1998).

Vysledky a diskuze

Mikrobiologickd kvalita syrového mléka je jednim ze
zékladnich jakostnich kritérii mléka jako suroviny pro
zpracovatelsky priimysl. Nehygienicky systém ziskavani
mléka zvySuje mikrobidlni kontaminaci mléka. Jejimi
hlavnimi zdroji jsou znecistény povrch mlééné zlazy, ruce
a obleceni dojice, prostfedi stije nebo dojirny, dojici
zafizeni, voda a také dal$i manipulace s mlékem.

KTJ/ml - kolonie tvofici jednotku/ml

Hlavnim disledkem sekundarni kontaminace (zvySené¢ho
poctu CPM, koliformnich bakterii, aj.) je sniZzeni kvality
syrového mléka s moZznym negativhim vlivem na dalsi
zpracovani mléka. Podrobné vysledky sledovanych ukaza-
tell jsou uvedeny v tabulce 1.

Zjisténi CPM v syrovém kravském mléce je mikrobio-
logicky parametr, ktery je stanoven Nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni Natizeni
komise (ES) ¢. 1662/2006 hodnotou do 1,0.10° KTJ/ml
mléka (klouzavy geometricky primér). Nami zjistény
celkovy pocet mikroorganismi se béhem sledovani pohy-
boval v rozmezi od 8,1.10° do 2,4.10° KTJ/ml. Limitni hod-
noty byly prekroceny pouze jednou. Zavéry koreluji
s vysledky autort Vyletélova a kol., (2011), ktefi sledovali
mikrobiologickou kvalitu mléka z jesenickych mlécnych
automatt. V jejich pfipadé se hodnota CPM béhem sle-
dovani pohybovala v rozmezi od 3 do 60 tisic KTJ/ml.
Podrobnéjsi prehled ndmi detekovaného poctu sledovanych
ukazateld v syrovém kravském mléce z automati je uveden
v Tabulce €. 1.

Nejvyssi nédlezy CPM (aritmeticky pramér z 5 ode-
branych vzorkil) byly v priméru zaznamenany na farmé B
(6,3.10* KTJ/ml). V letnich mésicich nebyly hodnoty CPM
v porovnani s chladnéjsimi obdobimi roku zvyseny.

Bakterie Celedi Enterobacteriaceae byly zaznamenany
v mnozstvi od 1,0.10" po 9,0.10° KTJ/ ml. Nejvyssi
pocty byly opakované zaznamenany na farmé E, a to
9,0.10° KTJ/ ml (aritmeticky primér z 5 odebranych
vzorkl). Pocty bakterii celedé Enterobacteriaceae je
povaZovéana za indikétor slouZzici k ovéfeni hygienickych
postupti pii ziskavani mléka (Weber a kol., 2009).

Rod Enterococcus patii k nejkontroverznéjsi skupiné
bakterii mlécného kvasSeni, jejichZ vyznamnou vlastnosti je
vy$si termorezistence. Jejich vyskyt v mléce je zavisly na
mnoha faktorech, napf. na ¢istoté zatfizeni ptichazejiciho do
pfimého styku s mlékem, zpusobu tepelného oSetieni
(Gorner a Valik, 2004). Nami zjisténé hodnoty v jed-
notlivych mésicich byly vyrovnané a pohybovaly se
v rozmezi od 1,5.10" do 3,6.10> KTJ/ ml. Nafizeni
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Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ve znéni
Narizeni komise (ES) ¢. 1662/2006 nestanovilo pro
enterokoky zadny limit. Ukéazalo se, Ze enterokoky maji
jako indikatory hygieny pii vyrobé potravin jen maly vyz-
nam (Foulquié Moreno a kol., 2006).

V letnich mésicich nebyly pocty sledovanych skupin
baktérii zvySeny, z toho lze usuzovat, Ze reZim chlazeni
v automatech byl vyhovujici v pribéhu celého roku.

Pfitomnost baktérii Escherichia coli byla zaznamenana
ve 42 (93,3 %) vzorcich. E. coli je béZnou soucasti
intestinalni mikroflory lidi i teplokrevnych zvifat, ale muze
byt i organismem patogennim (Costa a kol. 2009).
Kvantitativni vySetteni bakterie E. coli prokdzalo pouze pét
pozitivnich pfipadi, kde se pocet pohyboval v rozmezi od
2,0.10" do 5,0.10" KTJ/ml. Limitni hodnota tohoto ukaza-
tele neni pro syrové mléko zakotvena v Zadném evropském
nafizeni, ale dosud platnd norma CSN 57 0529 stanovuje
limitni hodnotu 1 000 KTJ/ml.

Bakterie Staphylococcus aureus byly detekovany v 30
(66,7 %) vzorcich. U kazdého pozitivniho vzorku byla
provedena izolace dvou kolonii S. aureus, a to typické
kolonie (kolonie cerné nebo CernoSedé barvy, lesklé
a vypouklé, o priméru 1 - 1,5 mm, obklopené zénou pro-
jasnéni), ptipadné i atypické kolonie (kolonie ¢erné, lesklé,
s uzkym bilym okrajem nebo bez né€j anebo Sedé kolonie
bez z6ny projasnéni). Celkem tak bylo ziskano 44 izolatl
S. aureus. Na Zadné z nami testovanych farem nedoSlo
k zachytu poctu baktérii S. aureus nad limitni hodnotu uve-
denou ve Vyhlasce ¢. 289/2007 Sb., o veterinarnich
a hygienickych poZadavcich na ZivociSné produkty, které
nejsou upraveny piimo pouzitelnymi predpisy Evropskych
spolecenstvi. Limit pro vyskyt Staphylococcus aureus
v syrovém mléce ¢ini 5.10* KTJ/ml.

Zaver

Vzorky zkoumané v této studii neprekrocily nafizenim
stanovené limity a po celou dobu sledovani vykazovaly
vyrovnané vysledky. I kdyZ mléko uréené k primému
prodeji je skladovéano pfi 4 °C a musi byt prodano béhem
48 hodin, coZ vyluc¢uje moznost intenzivniho rdstu bakterii,
na farmé E byl zjistén vysSi zachyt baktérii celedi
Enterobacteriaceae a enterokoku. Pocty celkového
mnozstvi mikroorganismu byly na této farmé také zvyseny,
avSak nejvyssi pocty byly zaznamendny na farmé B, kde
doslo i k vy$simu zachytu poctu baktérii druhu Escherichia
coli. Prestoze je spotfebitelim doporuc¢eno mléko pred
konzumaci tepelné oSetfit, mnoho z nich tak necini.
Spottebitelé by méli byt efektivnéji informovéani
o moznych zdravotnich rizicich plynoucich z konzumace
syrového mléka. Alternativnim opatfenim je prodej pas-
terovaného mléka v prodejnich automatech.
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