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Microbiological quality of milk from milk
vending machines in Jesenik

Abstrakt

Byla sledovana mikrobiologickd a hygienicka kvalita
mléka ze dvou mléénych automatd. Mléko do automati
bylo dodévano z farmy ZD Jesenik a bylo vySetfovano
v obdobi od bfezna 2010 do dubna 2011. Mléko bylo ode-
birdno do sterilnich vzorkovnic a nisledné analyzovano na
pritomnost mikrobiologickych skupin a druhové zastou-
peni mikroorganismil: celkovy pocet mezofilnich mikroor-
ganismi (CPM), koliformnich mikroorganismu, Esche-
richia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Bacillus cereus, Bacillus licheni-
formis a Listeria monocytogenes. Vedle téchto ukazateli
byl stanoven pocet somatickych bunék (PSB) jako jeden ze
zdravotnich ukazateld mléka. Z naSich vysledkt jsme zjis-
tili, Ze geometrické priméry byly téméf shodné u obou
automatd - u CPM bylo zjisténo 8.10° a 9.10° CFU/ml,
u koliformnich 70 a 60 CFU/ml a v ptfipadé somatickych
bungk 212.10° a 214.10%ml. Pfitomnost E. coli byla
potvrzena pouze ve trech pfipadech a pocty kolonii se
pohybovaly od 30 do 40 CFU/ml. Vyskyt S. aureus byl ve
vétSiné pfipadli negativni, nebo jeho pocet byl
< 10 CFU/ml. Co se tyce sporotvornych mikroorganismd,
byl B. cereus identifikovan jen v jednom vzorku mléka
(30 CFU/ml), zatimco vyskyt B. licheniformis byl potvrzen
u 10 vzork a pocty neprekrocily 20 CFU/ml. U Zadného ze
sledovanych vzorkti nebyla potvrzena ptitomnost L. mono-
cytogenes, Salmonella spp. a Campylobacter spp.

Klicova slova: mlé¢né automaty, CPM, PSB, koliformni
bakterie, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Campylobacter spp., Bacillus spp.,
Listeria monocytogenes

Abstract

There were observed microbiological and hygienic qua-
lity of raw cow's milk in two vending machines. Milk was
originally come from farm ZD Jesenik and it was collected
from March 2010 till April 2011. Milk samples were taken
into sterile bottles and analyzed for the presence of follo-
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wing microbial groups and species: total count of
mesophilic microorganisms (CPM), coliforming bacteria,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Bacillus cereus, Bacillus licheni-
formis and Listeria monocytogenes, and on the presence of
health parameter: total count of somatic cells (PSB). We
have found that geometric means of CPM were 8.10° and
9.10° CFU/ml, geometric means of coliform bacteria were
70 and 60 CFU/ml, and geometric means of PSB were
212.10° and 214.10*/ml, respectively. In case of E. coli only
three positive samples were observed with approximate cell
counts of 30 to 40 CFU/ml. The presence of S. aureus was
negative or the count was less then 10 CFU/ml. In case of
sporeforming bacteria we have found that B. cereus was
identified in one sample (30 CFU/ml). Whereas occurrence
of B. licheniformis was confirmed in 10 samples and the
count was less then 20 CFU/ml. The occurrence L. mono-
cytogenes, Salmonella spp. and Campylobacter spp. were
negative in all observed milk samples.

Key words: milk vending machines, total count of
mesophilic microorganisms (CPM), count of somatic cells
(PSB) coliforming bacteria, Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Bacillus spp., Listeria monocytogenes

Uvod

Na tizemi Ceské republiky je k dne$nimu dni (21. 4. 2011)
podle registru Statni veterinirni spravy (WwWWw.SVSCI.CZ) €Vi-
dovano 165 mléénych automatli, pfiCemz v Olomouckém
kraji predstavuje jejich pocet 10,9 % (n=18).

V ramci této studie jsme se zaméfili na sledovani mikro-
biologické kvality mléka pochézejiciho ze ZD Jesenik. Prvni
mlécny automat toto druZzstvo instalovalo v roce 2009,
v nasledujicim roce byl instalovan druhy automat. Oba
automaty jsou shodného typu (Mlécny bar L - TOKO model)
a jejich dodavatelem je firma AGRI TOKO a.s. Pivodni
dodéavany objem mléka ¢inil 400 litrG denné, coz je v souladu
s vyhlaskou 128/2009 Sb., kdy kazdé zeméde€lské druzstvo
mize ze své produkce v ramci maloobchodni sité (vcetné
mlécnych automattl) prodat celkem 500 litrd mléka denné.
Pozdéji, vzhledem k poklesu zdjmu o mléko z automatu, po-
klesla i jeho dodavka v priméru na 110 litrG denné. V posled-
nim obdobi vSak byl zaznamenan opétovny nartst zajmu ze
strany spotrebiteld a dnes jsou mlécné automaty v Jeseniku
plnény 170 litry mléka 1 x denné. Provozovatelé mlécnych
automatd jsou podle Narizeni EP a R (ES) 853/2004 povinni
dodrZovat podminky pro prodej syrového mléka a daile
dodrZovat provozni a sanita¢ni fad, souvisejici s provozem
mléénych automatl. ZD Jesenik, které je provozovatelem
obou mlékomatt, provadi sanitaci zafizeni 1x denné. Kazdy
automat je pod veterindrnim dohledem, kontrola probiha
nepravidelné 1x za Ctvrt roku. Na farmé je sledovana hygie-
nicka kvalita syrového mléka a mlécnych filtrai (celkovy pocet
mezofilnich, psychrofilnich, Escherichia coli a koliformnich
mikroorganismu, dale Staphylococcus aureus, Listeria mono-
cytogenes, Campylobacter spp. a Salmonella spp.).

Hranice pro pocet somatickych bunék a pro celkovy
pocet mezofilnich mikroorganismti pro syrové kravské
mléko udava Nafizeni EP a Rady (ES) ¢. 853/2004, které
stanovuje obsah mikroorganismit pri 30 °C < 100 000
v 1 ml a obsah somatickych bun¢k <400 000 v 1 ml. Cilem
prace bylo sledovani mikrobiologické kvality a zdravotni
nezavadnosti mléka z mlécnych automatd v Jeseniku
a srovnani vysledku s legislativnimi parametry (pokud jsou
evropskou nebo narodni legislativou stanoveny) pro syrové
kravské mléko. ZD Jesenik nebyl informovén o probihajici
studii, tudiZ nemohl ovlivnit vysledky analyz. S vysledky
byl sezndmen teprve po konecném vyhodnoceni kvality
a vyjadril souhlas s jejich uverejnénim.

Material a metoda

Odbér vzorkii mléka

Odbér vzorkti probihal nepravidelné od brezna 2010 do
dubna 2011 a celkovy pocet odbérti z kazdého automatu Cinil
24. Mléko o objemu 0,5 az 1 litr bylo odebirano do sterilnich
vzorkovnic pfipravenych v laboratofi a ojedinéle, pro
srovnani sterility, i do komer¢né nabizenych lahvi z auto-
matu. U Sesti ndhodnych odbértl (3 z kazdého automatu) byl
porovnan pocet CPM u vzorkti odebranych do obou typt
lahvi a to metodou linedrni regrese. Ostatni sledované para-
metry byly stanovovany pouze v mléce odebiraném do
sterilnich vzorkovnic. Mléko bylo transportovano do labora-
tofe v termoboxech pfi teploté 5 + 1 °C a po pfevozu do la-
boratofe ihned zpracovano nebo uloZeno do chladnicky pfi
teploté 4 + 1 °C a analyzovano do 24 hodin.

Sledované parametry

V kazdém vzorku mléka byl stanoven celkovy pocet
somatickych bunék (jeden z ukazateli zdravotniho stavu
zvifat) a vybrané mikrobiologické ukazatele. Laboratorni
vySetfeni probihalo podle platnych norem (CSN),
doporuceni vyrobce nebo podle validovanych standardnich
operacnich postupt (SOP) pouZivanych v akreditované
ZkuSebni laboratofi Vyzkumného udstavu pro chov skotu.
U vzorkdl byl stanoven pocet somatickych bunék (PSB
v tis./ml), celkovy pocet mikroorganismi (CPM v CFU/ml,
kde CFU = kolonie tvorici jednotky), pocet koliformnich
baktérii (CFU/ml) a pozitivni vyskyt Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Campylobacter
spp., Bacillus cereus, Bacillus licheniformis a Listeria
monocytogenes.

PouZité metody

Pro pocet somatickych bunék byla pouZita fluoro-opto-
elektronickd metoda (Fossomatic 90) podle SOP 32 a metoda
podle Delaval cell counter DCC (MIKROS-tech). Hodnoty
CPM byly stanoveny podle normy CSN EN ISO 4833, pro
kultivaci byla pouzita kultivaéni pida GTK-M (MILCOM,
Tabor) a inkubace probéhla pii 30 °C po dobu 72 hodin. Pro
stanoveni koliformnich baktérii byla pouZita norma CSN ISO
4832, kultivatni ptida VCZL (MILCOM, Tibor) a vzorek
mléka byl kultivovan pfi 36 °C po dobu 24 hodin.
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Izolace a identifikace bakteridlnich druht byla provede-
na podle platnych norem nasledovné:

- E. coli podle CSN ISO 4832 s naslednou konfirmaci
a identifikaci pomoci ENTEROtestu a vyhodnocova-
ciho programu TNW6.5 (Pliva Lachema) a BIOLOG III
(Biotech);

S. aureus podle normy CSN EN ISO 6888-1 s pouZitim

kultiva¢nich médii Baird Parker Agar (HiMedia), Blood

Agar (Oxoid) a identifikaci pomoci STAPHYtestu

a vyhodnocovaciho programu TNW6.5 (Pliva Lache-

ma) a BIOLOG III (Biotech);

Salmonella spp. podle CSN EN ISO 6579. Po

pomnoZeni v pufrované peptonové vodé (OXOID),

probéhlo selektivni pomnoZeni v médiich RVS

a MKTTN (OXOID). Poté nésledovalo vyockovani na

média RAMBACH (Merck) a XLD (Oxoid).

Campylobacter spp. podle CSN EN ISO 10272-1.

Pomnozeni bylo provedeno v bujénu podle Boltona

(Oxoid) s konskou krvi a naslednym vyockovanim na

médium CCDA (Oxoid). Inkubace probihala za

mikroaerofilnich podminek pfi teploté 42 °C po dobu

48 hodin;

- B. cereus a B. licheniformis podle normy CSN EN ISO
7932, MYP Agar (HiMedia) s pfidinim Zloutkové
emulze a roztoku Polymyxin B sulfitu (HiMedia),
inkubace probihala pti 30 °C po dobu 24 hodin;

- Listeria monocytogenes byla stanovena podle normy
CSN EN ISO 11290-1, kde primarni pomnoZeni
probéhlo v poloviénim Fraserové médiu (Oxoid) pfi
30 °C po dobu 24 hodin s naslednym vyockovanim do
plného Fraserova média (Oxoid) pfi 36 °C po dobu
24-48 hodin. Vyockovani bylo provedeno na A.L. Agar
(BioRad) a Blood Agar (Oxoid), kultivace probihala pri
36 °C po dobu 24-48 hodin;

Vysledky a diskuse

Vysledky PSB

Podrobné vysledky (geometrické priméry) jsou uvedeny
v tabulce 1. Geometrické pruméry 212 a 214 tisic
bunék v 1 ml neprekroCily limitni hodnotu pro PSB

Obr. 1 Vysledné hodnoty poctu SB (tis./ml)

Tab. 1 Vysledky sledovanych ukazateli v syrovém
kravském mléce z mléénych automatd (n=24)

Sledovany hodnoty Automat Automat Limit
ukazatel 1 2

PSB geom. priimér PSB/ml 212000 | 214 000 | 400 000
CPM geom. priimér v CFU/ml | 8000 | 11000 |100 000
koliformni bakterie | geom. primér v CFU/ml 70 60 1000
Escherichia coli | pocet pozitivnich vyskyti 1 2 -
Staphylococcus | podet pozitivnich vyskyti 3 2

aureus

Salmonella spp. | pocet pozitivnich vyskytd |  neg. neg.

L. monocytogenes | pocet pozitivnich vyskytd |  neg. neg.

B.cereus / pocet pozitivnich vyskytli | 0/5 1/5

B. licheniformis

Limitni hodnoty pro syrové kravské miéko dle: PSB a CPM (Narizeni EP a Rady (ES)
¢. 853/2004); koliformni (CSN 57 0529)

(400 tisic bunek). Pocet SB se béhem sledovani pohyboval
v rozmezi od 149 do 273 tis. a byl bez vyraznych rozdilt
v jednotlivych mésicich, i kdyZ nejvyssi hodnota byla
naméfena v mésici srpnu a fijnu (Obr. 1).

Vysledky CPM

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganismi (geomet-
rické prauméry) 8 tisic a 9 tisic CFU/ml rovnéZ nepiekrodi-
ly limit pro syrové kravské mléko, kterou je hodnota 100
tisic. v 1 ml (vysledky uvadi tab. 1). CPM se béhem sle-
dovani pohyboval v rozmezi od 3 do 60 tisic CFU/ml.
Hodnoty CPM nebyly podle ocekavani nejvyssi v letnich
mésicich, kdy se pohybovaly v rozmezi od 3 do 10 tisic
CFU/ml, ale v fijnu a listopadu, kdy se CPM pohyboval
v rozmezi od 3 do 60 tisic CFU/ml (Obr. 2). Z téchto
vysledkt lze usoudit, Ze rezim chlazeni v automatech je
vyhovujici i pro letni obdobi.

Vysledné hodnoty CPM (CFU/ml) a E. coli
Koliformni bakterie jsou hygienickym ukazatelem
celého procesu od ziskavani syrového mléka, jeho usklad-
néni, transport aZ po jeho prodej. Limitni hodnota tohoto
ukazatele neni pro syrové mléko zakotvena v Zadném
evropském nafizeni, ale dosud platnd norma CSN 57 0529
stanovuje limitni hodnotu 1 000 CFU/ml. Vysledné geo-

Obr. 2 Vysledné hodnoty poctu SB (tis./ml)
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metrické priméry uvedené v tabulce 1 potvrzuji vysokou
hygienickou troven technologie ZD Jesenik. Hodnoty
naméfené v jednotlivych mésicich byly vyrovnané a pohy-
bovaly se od 10 do 250 CFU/ml. Pocty E. coli neptekroci-
ly hranici 1 000 CFU/ml a byly zaznamenany pouze tfi
pozitivni pfipady, kde se pocet pohyboval od 30 do
40 CFU/ml.

Vysledné hodnoty ostatnich druhit mikroorganismii

Vysledky druhového zastoupeni sledovanych mikroor-
ganismu byly naprosto vyhovujici. Pocet S. aureus byl
negativni nebo dosahl poctu 10 CFU/ml u péti vzorka.
V soucasné dobé neexistuje predpis nebo nafizeni pro pocet
S. aureus v syrovém mléce. Podle jiz neplatné vyhlasky
203/2003 Sb., kterd vSak platila do konce roku 2006, limit-
ni hodnota pro S. aureus v syrovém kravském mléce
urc¢eném pro piimou spotiebu ¢inila 500 CFU/ml. V piipadé
sporotvornych mikroorganismt byl potvrzen pouze jeden
pozitivni vzorek mléka B. cereus (30 CFU/ml), vyskyt B.
licheniformis byl Cast&jsi, pozitivni v 10 piipadech a pocet
se pohyboval od 0 do 20 CFU/ml. V soucasné dobé neexis-
tuje zadny predpis pro vyskyt Bacillus spp. v syrovém
mléce, pouze CSN 57 0529 stanovuje limitni hodnotu pro
termorezistentni bakterie 2000 CFU/ml. Vyskyt ostatnich
druhil L. monocytogenes, Salmonella spp. a Campylobacter
spp. byl ve vSech vzorcich mléka negativni. I kdyZ v naSem
ptipadé byly vysledky patogennich mikroorganismi nega-
tivni, je jejich vyskyt bézny u mlécného skotu. Jejich pfi-
tomnost je zavisla na zdravotnim stavu zvifat a vyznamné se
li$1 mezi farmami (Jayarao a kol., 2006).

Vysledky celkového pocétu mikroorganismii (CPM)
u sterilnich lahvi 7 laboratore a komercné
dostupnymi lahvemi z automatit

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny jednoduchymi stati-
stickymi testy a vysledna hodnota korelacnich koeficient
pro oba automaty byla 7r;=0,99 a r,=0,98. Podle
naméfenych hodnot a vysokych hodnot korelacnich koefi-
cientdi lze tvrdit, Ze typ pouZitych odbérnych lahvi nema
vliv na vysledek sledovych pocti mezofilnich mikroorgan-
ismi (CPM), potazmo i na vysledky ostatnich mikrobio-
logickych parametra.

Zaver

Zavérem lze konstatovat, Ze mléko ze sledovanych
automatti mélo vyrovnané vysledky béhem celého obdobi
sledovani. Vysledky PSB a mikrobiologickych analyz zcela
vyhovovaly poZadavkim pro syrové kravské mléko. Jako
dopliujici informaci uvadime, Ze i ostatni mlé¢né parametry
(tuk, bilkovina, tukuprosta susina a obsah inhibic¢nich latek)
vyhovovaly normovanym hodnotdm v kazdém sledovaném
vzorku. Z vysledku veterinarnich kontrol bylo zjisténo, Ze od
zaCatku provozu obou automatll nebyla vznesena ze strany
kontrolniho orgdnu zadna kriticka pfipominka.

(Publikace byla podporovana vyzkumnym projektem
MSMT OPVK CZ.1.07/2.3.00/09.0081, INGO LA10030,

MZe NAZV QHS81111 a vyzkumnym zamérem MSM
2672286101).

Prijato do tisku 7. 5. 2011

Lektorovdno 23. 5. 2011
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Monitoring of hydrogen formation during
the fermentation of different media
with Clostridium butyricum E16A

Abstrakt

Prace byla zaméfena na sledovani produkce vodiku pfi
fermentaci raznych médii kmenem Clostridium butyricum
E16A v laboratornim fermentoru LABFORS 4. Testovana
byla produkce tohoto plynu v bujénu s glukézou a lakt6zou
a ve dvou typech syrovatky - obnovené suSené syrovatce
a syrovatce z pokusnych vyrob syri eidamského typu.
Procento vodiku ve voln€ odchazejicich plynech z fermen-
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