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Ptiloha 1

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu
mikroorganismu vykultivovanych pti 30 °C (Tabulka 4, Graf 1)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu
psychrotrofnich mikroorganismt vykultivovanych piti 6,5 °C (Tabulka 5, Graf 2)
Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu
psychrotrofnich mikroorganismi vykultivovanych pii 21 °C (Tabulka 6, Graf 3)
Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu koliformnich
bakterii (Tabulka 7, Graf 4)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu
Staphylococcus aureus (Tabulka 8, Graf 5)

Ptiloha 2

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu mikroorganismil
vykultivovanych pfi 30 °C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu psychrotrofnich
mikroorganismu vykultivovanych pfi 6,5 °C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni pocCtu psychrotrofnich
mikroorganismt vykultivovanych pii 21 °C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu koliformnich bakterii
Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu Staphylococcus aureus

Ptiloha 3

Doporuceni pro stanoveni po¢tu mikroorganismi vykultivovanych pii 30 °C (Tabulka
10)

Doporuceni pro stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismu vykultivovanych pfi
6,5 °C (Tabulka 11)

Doporuceni pro stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismil vykultivovanych pfi
21 °C (Tabulka 12)

Doporuceni pro stanoveni poctu koliformnich bakterii (Tabulka 13)

Doporuceni pro stanoveni poctu Staphylococcus aureus (Tabulka 14)



1) Cil metodiky

Cilem metodiky je nezdvazné doporuceni pro sdruZzeni prvovyrobcl mléka,
akreditované vzorkare syrového mléka a akreditované a jiné laboratofe zpracovavajici vzorky
syrového mléka pro mikrobiologickou analyzu. Metodika predkladd navrh zachazeni se
vzorky nekonzervovaného kravského mléka a jejich moznou analyzu na stanoveni celkového
po¢tu mezofilnich mikroorganismit (CPM), psychrotrofnich mikroorganismi (CPP),
koliformnich bakterii (Koli) a Staphylococcus aureus (SA) pti zjisténi nedodrzeni chladového
reZimu pfi jejich transportu do laboratote. Z vysledkl vyzkumného sledovéni je:

- determinovéna teplota a doba, kterd musi byt dodrZena, aby nedochéazelo k piekroceni meze
reprodukovatelnosti, stanovené normou (v ptipadé¢ CPM) nebo odvozené z vysledka projektu
(CPP, Koli, SA),

- odvozeno doporuceni pro zpracovani vzorkii na mikrobiologicky profil tak, aby vysledné

hodnoty mikrobiologickych analyz byly hodnovérné a akceptovatelné.

2) Vlastni popis metodiky
2.1. Celkovy pocet mikroorganismit (CPM)
Pfi kontrole jakosti syrového kravského mléka je hlavnim hygienickym ukazatelem
CPM (celkovy pocet mezofilnich mikroorganismit) a PSB (pocet somatickych bunék).
Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 stanovuje limitni hodnoty, na
kterych jsou vyrobci mléka finan¢né zainteresovani, které jsou pro CPM < 100 000 KTJ
(kolonie tvofici jednotky) a PSB < 400 000 bun€k v 1 ml vzorku mléka. ZvySeni hodnoty
CPM signalizuje zhorSeni stavu nékterého z niZze uvedenych faktorti sefazenych pfiblizné
podle duleZitosti, které mohou byt i vzdjemné ovlivnény:
- technicky a hygienicky stav dojiciho a ichovného zafizent;
- hygienickd droven dojeni (dostateCna sanitace a mnozstvi teplé vody, Cistota vemen a
program jejich toalety);
- doba a uroven chlazeni mléka;
- kvalita krmiv;
- hygienickd troven stije (kvalita podlah, kanalizaci a ostatnich stavebnich konstrukci,
podestylky, vétrani);
- kontrolni mastitidni program (napft. 1écba v zaprahlosti).
Vzhledem k dlouholetym sledovanim fazovych vzorkl syrového kravského mléka lze

fici, Ze zhorSena technicka a hygienicka uroven dojiciho zafizeni pti dojeni jsou nejhlavnéjsi



piicinou zvySenych vyskyti CPM, CPP a koliformnich bakterii. V Obr. 1 je uvedeno schéma
nejpravdépodobnéj$itho propojeni kontaminujici mléné mikroflory podle technologicko-
fyzikalniho déleni a ve vztahu k hlavnimu hygienickému ukazateli CPM (Tichacek a kol.,

1998).

Obr. 1. Schéma moZného technologicko-fyziologického déleni zakladni kontaminujici
mlécné mikroflory

Mezofilni mik roorganismy =

CPM

CMM celkova mikrofl6ra mléka PFM  psychrofilni mikroorganismy
CPM celkovy pocet mikroorganismi TS termorezistentni sporulaty
CPP celkovy pocet psychrotrofti Coli koliformni baktérie

CPM v sobé zahrnuje mléénou mikrofloru, b&Zné¢ se v mléce vyskytujici, dale
mikrofloru, kterd se do mléka dostava z prosttedi béhem dojeni a predstavuje technické a
zdravotni problémy, nicmén¢ i mikrofléru, kterd mize kontaminovat findlni mlé¢né vyrobky
béhem technologického zpracovani mléka jako suroviny. Mezi bakterie vyznamné
v mlékarstvi patfi naptfiklad nasledujici chemoorganotrofni bakterie: rod Pseudomonas,
aerobni, gramnegativni, bakterie (P. fluorescens, P. putida, P. fragi, P. aeruginosa);
grampozitivni, obligatné¢ aerobni koky rodu Micrococcus (M. flavus, M. luteus, M. lylae);
fakultativné anaerobni, grampozitivni koky rodu Staphylococcus (S. aureus, S. haemolyticus);
fakultativné anaerobni, grampozitivni koky rodu Streptococcus (S. agalactiae, S. uberis, S.
dysgalactiae, S. pyogenes); grampozitivni, obligitn¢ anaerobni, nesporulujici koky rodu
Sporosarcina (Sporosarcina ureae — drive Sarcina); grampozitivni, fakultativné anaerobni
koky rodu Kocuria (K. rosea - diive Micrococcus roseus); grampozitivni, fakultativné
anaerobni koky rodu Lactococcus (L. lactis subsp. lactis, L. cremoris — oba diive
Streptococcus); grampozitivni, fakultativné anaerobni koky rodu Enterococcus (E. faecalis,

E. faecium, E. gallinarum); grampozitivni, fakultativn¢ anaerobni koky rodu Leuconostoc (L.



citrovorum, L. mesenteroides subsp. dextranicum, L. mesenteroides subsp. cremoris);
grampozitivni, fakultativné nebo obligdtné anaerobni nesporulujici ty¢ky rodu Lactobacillus
(L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp.
delbrueckii, L. helveticus, L. acidophilus); grampozitivni, fakultativné anaerobni ty¢ky rodu
Microbacterium (M. lacticum); grampozitivni, aerobni a fakultativné anaerobni ty¢ky rodu
Corynebacterium (C. diphteriae, C. bovis); grampozitivni, anaerobni az aerotolerantni tycky
rodu Propionibacterium (P. freudenreichii); gramnegativni, obligdtn¢ aerobni tyCky rodu
Alcaligenes (A. faecalis subsp. faecalis); gramnegativni, fakultativn¢ anaerobni tycky rodu
Escherichia (E. coli); gramnegativni, fakultativné¢ anaerobni pohyblivé tycky rodu Serratia (S.
marcescens); gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCky rodu Proteus (P. vulgaris);
gramnegativni, fakultativn¢ anaerobni pohyblivé tycky rodu Salmonella (S. enterica subsp.
enterica — sérovary typhi, paratyphi, typhimurium, enteritidis); grampozitivni, obligatné
anaerobni tycky, tvofici endospory rodu Clostridium (C. butyricum, C. tyrobutyricum, C.
botulinum, C. sporogenes); grampozitivni, obligitné aerobni nebo fakultativn¢ anaerobni
tycky, tvotici endospory rodu Bacillus (B. subtilis, B. cereus, B. anthracis, B. mesentericus);,
grampozitivni, fakultativné anaerobni kratké tyCky rodu Listeria (L. monocytogenes, L.
ivanovii subsp. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri); gramnegativni, fakultativné
anaerobni nesporulujici ty¢ky rodu Yersinia (Y. enterocolitica); gramnegativni, vétSinou
fakultativné anaerobni, pleomorfni mikroorganismy rodu Mycoplasma (M. bovis, M.
californicum, M. canadense, M. bovigenitalium, M. alkalescens); grampozitivni, aerobni
kokobacily rodu Mycobacterium (M. tuberculosis); grampozitivni, aerobni nebo fakultativné
anaerobni tyC¢ky ve tvaru V, rod Actinomyces (A. bovis), tasy (Protoheca bovis, P. blasckeae)
a kvasinky (Kluyveromyces marxianus, C. inconspicua, Pichia kudriavzevii, Candida
parapsilosis, Yarowia lipolytica aj.) — Murray a kol. (1999); Vyletélova (2010); Banyké a
Vyletélova, 2009; Klimesova a kol., 2021a; Libisch a kol., 2022; Nejeschlebové a kol., 2022;
KlimeSova a kol., 2022).

Nezadouci vyskyt mikroorganismil, které infikuji mléénou Zldzu a mohou zptisobit i
alimentarni onemocnéni u lidi, mize mit pak za nasledek rovnéz zvysSeni poctu mezofilnich
mikroorganismil (cca o 5 az 10%; vlastni pozorovani 1992 - 2004). Nejcast¢ji se vyskytujici
mikrobidlni pivodci nebo doprovodnid mikrofléra tohoto onemocnéni v poslednich letech
jsou: Streptococcus uberis, S. agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Mycoplasma bovis, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Camplylobacter jejuni, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica. Potadi

uvedenych mikroorganismt neni stdlé a méni se v Case a prostoru.



2.2. Celkovy pocet psychrotrofnich mikroorganismii, koliformnich bakterii a S. aureus
(CPP, Koli, S. aureus)

Jak bylo uvedeno vySe, CPM a PSB jsou hlavnimi hygienickymi ukazateli
mikrobiologické kvality syrového mléka. Ostatni skupiny mikroorganismu, kterymi jsou CPP
(celkovy pocet psychrotrofnich mikroorganismu), koli (koliformni mikroorganismy),
termorezistentni a sporotvorni anaerobni mikroorganismy jsou doplikovymi ukazateli kvality
syrového mléka, u kterych se muiZe provadét vySetieni podle podminek
odbératele/zpracovatele mléka pro potiebu vyroby jejich mlécnych vyrobki. Vzajemné vazby
doplitkovych ukazatel k CPM jsou rovné€Zz zndzornény v Obr. 1.

2.2.1. Psychrotrofni mikroorganismy

Psychrotrofni mikroorganismy se vyznacuji schopnosti ristu i npfi teploté¢ pod 7 °C,
ackoliv jejich optimalni teplota rastu je vyssi kolem 21 °C (Gorner a Valik, 2004; Tancinova
a kol., 2012; JanStova a Navratilova, 2014). V syrovém kravském mléce byli izolovani jak
gram-negativni zastupci psychrotrofnich bakterii (Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter, Flavobacterium, Serratia), tak gram-pozitivni
(Bacillus spp., zejména druhy B. coagulans, B. circulans, B. cereus, B. subtilis a B.
weihenstephanensis, dale Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus a Microbacterium)
(Sorhaug a Stepaniak, 1997; Pacova a kol., 2003; Munsch-Alatossava a Alatossava, 2006;
Vyletélova, 2010; JanStova a kol., 2012; Navrétilova a kol., 2012; Tancinové a kol., 2012).
Pfitomnost psychrotrofnich bakterii je v mléce nezZadouci, protoze produkuji enzymy s
lipolytickou a proteolytickou aktivitou, ovliviiujici kvalitu mlécnych vyrobkl tim, Ze fada z
téchto enzymi je termorezistentni a tudiZz mohou zpusobovat kazeni i tepelné oSetfeného
mléka. (Vyletélova a kol., 2000; Hantsis-Zacharov a Halpern, 2007; Navratilov4 a kol., 2012).

Pocet psychrotrofnich mikroorganismi v mléce je, podobné jako u CPM, ovlivnén
hygienou mléka, kam se dostavaji primarn¢ z krmiv, prachu a z kontaminované vody.
NejvyznamnéjSim sekundarnim zdrojem psychrotrofnich bakterii jsou pak nedostatecné
¢isténé a dekontaminované plochy, které se dostavaji do styku s chlazenym mlékem, déle
potrubi a chladici tanky, ve kterych se mléko uchovava (Gorner a Valik, 2004). Podle
nékterych studii tvofi pocet psychrotrofnich mikroorganismit z celkového poctu
mikroorganismt 10 az 35 %, a to pfi ziskdvani mléka pii zachovani béZznych hygienickych
predpisit (Burdychovd a Baranova, 2005; Vyletélova a kol., 1999). Procentudlni podil
psychrotrofni mikrofléry na celkové mikrofléfe syrového mléka v mléce ziskaného za
$patnych hygienickych podminek muZe dosahovat az 75 % (Duckova a Canigova, 2004;
Burdychové a Hoferkové, 2008).



2.2.2. Koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou gram-negativni tyCinky, fakultativné anaerobni, které
metabolizuji laktézu s tvorbou kyseliny a plynu. Jsou podskupinou celkového poctu
mezofilnich mikroorganismia — CPM (Obr. 1). Vmléce a mléénych vyrobcich jsou
zastoupeny prevazné rody Escherichia, Enterobacter, Klebsiella a Citrobacter a dale i rody
Yersinia, Serratia a Hafnia a dalSi. Koliformni bakterie jsou termolabilni a nepfezivaji
pasteracni zadhtev nad 65 °C a jejich pfitomnost v pasterovaném mléce nebo v mlénych
vyrobcich znaci Spatné provedenou pasteraci nebo sekundarni kontaminaci béhem zpracovani
mléka. Koliformni bakterie se oznacuji za indikatory fekalniho zneciSténi, jsou soucasti
ptirozené stievni mikroflory a tak se podileji na kontaminaci pudy, podestylky, dojiciho
zatizeni a potazmo na kontaminaci ziskdvaného mléka a sekundarni kontaminaci finilnich
produkta (JanStova a Navratilova, 2012; Martin a kol., 2016). E. coli je povinn¢ vySetfovana
pii zpracovani mléka podle podminek uvedenych v Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005
(Tabulka 1).

2.2.3. Staphvlococcus aureus

V soucasné dob¢ existuje povinnost vySetfovat mléko na pritomnost Staphyloccoccus
aureus, které je dana narodni legislativou. Jedna se o vyhlasku 289/2007 Sb. o veterinirnich a
hygienickych poZadavcich na ZivociSné produkty, které nejsou upraveny ptimo pouzitelnymi
piedpisy Evropskych spolegenstvi, a kterd uvadi limit pro S. aureus 5.10> KTJ/ml pii prodeji
syrového mléka (Tabulka 1). Déle je ve vyhlasce 445/2017 Sb. deklarovano, Ze pro vyrobu
vyrobkl ze syrového, mlékarensky neosetieného (nepasterovaného) mléka musi byt pouZito
syrové mléko pochazejici od zvifat, ktera spliuji pozadavky stanovené v piiloze III oddilu IX
kapitole I Casti I natizeni 128/2009 Sb. Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 853/2004, ve
kterém po nadojeni nepiesahuje obsah S. aureus 5.10>° KTJ v 1 ml.

Natizeni komise (ES) 2073/2005 specifikuje kritéria bezpecCnosti potravin podle
kategorie potravin a mikroorganismu a jejich toxind. V Tabulce 1 jsou uvedené limity pro
koagulazopozitivni stafylokoky (S. aureus, S. intermedius, S. hyicus aj.) a stafylokokové
enterotoxiny (napf. hemolyzin, exfoliatin zplisobujici syndrom opaiené kiize — epidermolyzu,

TSST-1 - syndrom toxického Soku) ve vztahu k mléku a mléénym vyrobkiim.



Tabulka 1. Mikrobiologické ukazatelé pro mléko a mlécné vyrobky podle platnych a diive
platnych vyhlasek (v KTJ/ml)

Vysetfeni Predpis/Druh mléka a vyrobku ‘ n | m | M | c

Narvizeni EP a Rady (ES) ¢. 853/2004

. L1z <100
CPM Syrové kravské mléko 2 - 000 -
Vyhldska ¢. 128/2009 Sb. a 445/2017 Sb.
Syrové mléko pro vyrobu vyrobkl z i ) 500 )
S. aureus neoSetfeného (nepasterovaného) mléka
Vyhldska ¢. 289/2007 Sb., piiloha 6
S. aureus Prodej syrového mléka - - 500 -
Naiizeni komise (ES) 2073/2005
Syry ze syrového mléka 5 104 10 2
Syry z mléka, podrobenému nizsi
tepelnému osetreni nez pasterace, zrajici
. ..., | syry z pasterizovaného nebo silnéji 5 100 1000 2
koaguldzopozitivni oy, .
stafylokok tepelné oSetfeného mléka nebo
y y syrovatky
l\!ez\r?jlc\! mvekk,e syry z paster. nebo , 5 10 100 >
silnéji oSetfeného mléka nebo syrovatky
Susené mléko a susSend syrovatka 5 10 100 2
Susené mléko a susend syrovatka podle
staf.enterotoxiny | kritérii pro CPS > neg.ve 25 g 0
Syr}/ vyrobené z te,pelne oSetfeného 5 100 1000 >
mléka nebo syrovatky
E. coli Maslo a smetana ze syr. mléka nebo z
mléka, podrobenému nizsimu tepelnému 5 10 100 2
oSetfeni neZ pasterace

Vysvétlivky: n = pocet analyzovanych podjednotek pro jeden vzorek materidlu; m = prahova hodnota
poctu mikroorganismti v 1 ml (vzorek je povazovan za uspokojivy, nepfesahuji-li pocty bakterii ve
vSech podjednotkiach vzorku hodnotu m); M = maximalni hodnota poctu mikroorganismi v 1 ml
(vzorek je povaZovan za neuspokojivy, piesahuje-li pocet bakterii v jedné ¢i vice podjednotkach
vzorku hodnotu M); c¢ = pocet podjednotek vzorku, ve kterych pocet bakterii miZze byt mezi
hodnotami m a M (vzorek miZe byt jeste¢ piijatelny, nepfesahuji-li pocty bakterii ve zbyvajicich
podjednotkach hodnotu m)

2.3. Podminky svozu syrového mléka pro mikrobiologické analyzy

Mikrobiologické, hygienické, chemické a fyzikalni parametry mléka jsou analyzovany
v akreditované laboratofi. Sbér vzorkit mléka a mléénych vyrobku je provadén opravnénymi a
Skolenymi pracovniky a teplota pti jeho prepravé do laboratofe by neméla piekrocit 10 °C
(Natizeni komise (ES) 2073/2005). Vzorky mohou byt konzervovany pouze takovymi €inidly,
aby nedosSlo k naruseni nasledné mikrobiologické nebo senzorické analyzy. V pfipadé

nekonzervovaného vzorku mléka je nutné jeho doruceni do laboratofe v co nejkratsi dobé a



opét pii teplot€¢ do 10 °C. V zgjmu prvovyrobcti mléka je, aby reprezentativni vzorek mléka
byl pfi pfedani do akreditované laboratofe v takovém stavu, aby vySetfované hodnoty
odpovidaly hodnotdm pti odbéru vzorkd mléka na farmé. DodrZeni nizké teploty zasadné
ovliviiuje vysledek laboratorni zkousky. V nékterych piipadech vSak jsou kontrolni vzorky
dopravovany mimo chladici box nebo v boxech s nedostatecnym chlazenim a dochézi tak
k prekro¢eni mezni hodnoty teploty vzorku, coz je hlavné€ v letnich mésicich nezadouci.
K témto situacim dochazi pfevazné pii odbéru a prepravé vzorkl faremnimi neSkolenymi
pracovniky.

Metodika se zaméfuje na nekonzervované vzorky mléka, nebot’ odbér a svoz
konzervovanych vzorki byl jiz diive dlouhodobé sledovan a validovan a zahrnut do platnych
norem pro stanoveni hygienickych ukazatelti syrového kravského mléka. Také béhem nasi
dvouleté studie byla znovu ovéfena a potvrzena vhodnost pouZziti konzervacniho piipravku
Heeschenova c¢inidla (pomér ¢inidla k objemu mléka byl 2,4 ml : 20 ml; Heeschen a kol.,
1969). Rozdily mezi hodnotami (log KTJ) u sady vzorkd skonzervaénim c¢inidlem pfi
transportu mimo chladici box a sady nekonzervovanych vzorki mléka uchoviavanymi v
chladicim boxu pfi teploté 6,5 £ 1 °C byly minimalni a statisticky nevyznamné i pii vysoké
teploté beéhem transportu, ktera dosahovala az teploty 30 + 1 °C (Tabulka 2; KlimeSova a kol.,
2021Db).
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Tabulka 2. Srovnani poctu CPM, CPP a Koli ve vzorcich bez konzervacniho €inidla (sada
LB) a vzorkl s Heeschenovym ¢inidlem (sada H) pomoci parového -testu.

CPP Koli

n=21 LB H LB H LB H
x (KTJ/ml) 15 700 11 600 2 600 6 400 172 149
xg (KTJ/ml) 9 200 7900 1000 2200 50 49
sx (KTJ/ml) 19 100 11 000 3300 11 000 340 250
log x (log| 3,9636 3,8993 3,0055 3,3135 1,6951 1,6925
KTJ/ml)
log sx (log| 04725 0,4145 0,6742 0,6736 0,7012 0,6396
KTJ/ml)

CPM LB vs. H CPPLB vs. H Koli LB vs. H
stupné
volnosti 20 20 20
t 2,0087 2,0275 0,0592
P- hodnota 0,0583 0,0561 0,9534

Vysvétlivky: n = pocet vzorkl; x = aritmeticky primeér; xg = geometricky prumeér; sx = smérodatna odchylka;
log x = aritmeticky primér logaritmovanych hodnot; log sx = smérodatna odchylka logaritmovanych hodnot; t =
vysledné hodnoty r-testu; P = hladiny vyznamnosti P < 0,05

2.4. Modelace podminek (poruSeni chladové reZimu) p¥i transportu vzorkit mléka pro
mikrobiologické vySetieni

V Tabulce 3 je podrobné zobrazené schéma pokusu. Testované bazénové mléko bylo
homogenizovano a rozplnéno do sterilnich vzorkovnic o objemu 100 ml. Vychozi pocet
mikroorganismit CPM, CPP, Koli, SA (kontrola, 0 hodin) byl stanoven ihned po rozliti mléka
a vzorkovnice byly poté uloZzeny do termostatii o testovanych teplotach 8, 11, 14, 17, 20 a 25
°C tak, ze pro kazdy cCas expozice (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 a 4 hodiny) byl sledovian vzdy
samostatny vzorek mléka. Vzorek mléka byl po kazdém testovaném Case uloZen do lednice
pii teploté 8 £ 1 °C a znovu analyzovan po 3 hodinach, poté opét ulozen do lednice a znovu
analyzovan po 24 hodinach. Kultivace a vyhodnoceni probihala podle platnych norem:
CPM - CSN EN ISO 4833-1 Mikrobiologie potravinového fetézce - Horizontalni metoda pro
stanoveni poétu mikroorganisma - Cést 1:

vykultivovanych pfi 30 °C (2013)

Technika pfelivem a pocitani kolonii
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CPP - CSN ISO 17410 Mikrobiologie potravinového fetézce - Horizontalni metoda stanoveni
poctu psychrotrofnich mikroorganismu (2020)

Koliformni bakterie - CSN ISO 4832 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizontalni metoda
stanoveni poctu koliformnich bakterii - Technika pocitani kolonii (2010)

S. aureus — CSN EN ISO 6888-1 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizontilni metoda
stanoveni poctu koaguldzopozitivnich stafylokoka (Staphylococcus aureus a dals$i druhy) -
Cast 1: Technika s pouZitim agarové puidy podle Baird-Parkera (2000)

CSN EN ISO 7218 Mikrobiologie potravin a krmiv. Vieobecné pozadavky a doporuéeni pro
mikrobiologické zkousSeni (2008)

Tabulka 3. Schéma analyzy

Svoz vzorkil a uloZeni | max. 8 °C

TrZzni druhy syrové mléko bez konzervace

Objem vzorku 100 ml

Testovani teplota 8,11, 14, 17, 20, 25 °C

Doba expozice 0, 0:30, 1, 1:30, 2, 2:30, 3,4 h

Dil¢i vzorky vychlazeny vyrobek (kontrola, O h), ihned po expozici zvySené
teploté, za 3 h uloZeni pfti teploté 8 °C a za 24 h pii teploté 8 °C

2.5. Vyhodnoceni datovych souborii a stanoveni mezi reprodukovatelnosti (nejistoty
méieni)

2.5.1. CPM, CPP. Koli a S. aureus

Vysledné hodnoty (geometricky prumér a log KTJ/ml) pro kazdou skupinu
mikroorganismii (CPM, CPP a Koli) a pro S. aureus jsou sumarizovany v Piiloze 1 (Tabulka
4 az 8). V Grafu 1 az 5 (Pfiloha 1) jsou pak znidzornény ristové kiivky jednotlivych méteni
(CPM, CPP, Koli a S. aureus) pti sledované teploté¢ a expozicnim Case a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti (nejistoty méfeni).

2.5.2. Nejistota méfeni mikroorganismu, limitace méfitelnosti mikrobiologickych vzorku

podle danych podminek metodiky

Podklady pro stanoveni nejistoty métfeni = reprodukovatelnosti pro jednotliva/dilci
meéteni a meznich hodnot (dolni a horni meze reprodukovatelnosti) jsou uvedeny v Ptiloze 2
této certifikované metodiky.

Za zaklad urceni oficidlni limitace moznosti analyticky zméfit pocet mikroorganismt

v daném biologickém materidlu podle podminek €asu transportu vzorku a teploty prostredi
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byl zvolen odhad nejistoty vysledki méfeni na zakladé opakovaného méteni podle metodiky
projektu.

Pro stanoveni nejistot byla vybrana takovd méfeni, kde bylo provedeno opakované u
stejnych vzorka (4 az 10 krat) rGznymi osobami, proto definicné lze povazovat vypocet
opakovatelnosti, tzn. smérodatnou odchylku (miru variability) aritmetického priméru
opakované métenych vzorkii mléka (vysledky zpravidla po logaritmické transformaci pro
piiblizeni se normalni frekven¢ni distribuci hodnot), za reprodukovatelnost méteni. Tato
hodnota reprodukovatelnosti byla v podstaté jednim zdrojem nejistoty ve vzorci vypoctu
nejistoty métenti.

Nésobeni ziskané hodnoty nejistoty koeficientem 1,96 rozsifuje konfiden¢ni interval
na 95 % mozné variability, ¢imZ byla jako hodnota pro grafické odvozeni (prisecik limitu
s rastovou kfivkou mikroorganismu) limitace proveditelnosti analyzy ziskdna hodnota
rozSitené nejistoty méfeni. Tuto nelze oznacit za hodnotu rozsifené kombinované nejistoty
méteni, nebot’ byla derivovéana z jednoho zdroje nejistoty métent.

V mikrobiologii 1ze hypoteticky (i prakticky), s prodlouzenim transportu vzorku za
zvysené teploty, pocitat s nartistem vysledku (vzhledem k zamySlenym tcelim experimentu),
tedy vzdy jednostrannym posunem ve vysledcich, coZ by eventuelné naznacovalo, resp. i
opraviiovalo pouZiti 5 % konvenéni limitace na jedné strané€ variacniho oboru (tedy celkem 10
% pro oboustranné, piedpokladané variacni rozpéti), tedy koeficient 1,64 (pro vypocet
rozSitené nejistoty z nerozsifené = smérodatné odchylky = reprodukovatelnosti vysledku
meéfeni) podle modelu normovaného rozloZeni frekvencni distribuce dat, nicméné protoze
vypocCet zahrnuje opakovatelnost, resp. reprodukovatelnost méteni jako zdroj nejistoty
méfeni, a tato vykazuje oboustranny trend variability od relevantni stfedni hodnoty, bylo
zvoleno oboustranné omezeni oboru v rdmci konvencnich 5 % konfidence a tedy koeficient
1,96.

Ackoliv jsou v mikrobiologickych hodnocenich obvyklé logaritmické transformace
hodnot (zpravidla pro absenci normalni frekvencni distribuce dat), na empirickém zakladég, u
parametru opakovatelnosti méfeni, ktery mize odpovidat rozdilim v méfeni, Casto neni log
transformace nezbytna. Je béZné, Ze acCkoliv frekvenc¢ni distribuce dat néjakého ukazatele
prirozené nevykazuje normalni distribuci, u téhoz ukazatele této muze byt ptiblizné dosaZeno,

kdyz jsou jako data aplikovéany rozdily v jeho méfeni.
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Nejistota vysledku méfent:

- je vyjadienim stupné spolehlivosti vysledku;

- vysledek =+ nejistota = obor kde na 95 % lezi spravna hodnota,
nejpravdépodobnéji nejblize vysledku;

- kombinovana z vice zdrojii, roz§ifend na hladinu pravdépodobnosti 95 %
(smérodatna odchylka krét 1,96).

V nasem pfiipadé byla stanovena primérnd rozSitena nejistota z reprodukovatelnosti,
tedy jako rozdil mezi dvéma jednotlivymi logaritmicky transformovéany vysledky, ziskanymi

toutéZ metodou, ale méfené riznymi pracovniky, a vypoctena podle vzorce:

2 d?

a

SX, = - 1,96

kde sx, = dil¢i nejistota méfeni; d = hodnota diference; a = pocet namétenych hodnot.

Primérnd nejistota byla pak pro kazdé méteni oznacena jako reprodukovatelnost R, vyjadiena

v logaritmech (Ptiloha 2).

2.6. Meze reprodukovatelnosti a rist CPM, CPP, Koli a S. aureus pii poruseni tepltoy
béhem transportu vzorku do laboratoie

V Tabulce 9 jsou shrnuty vypoctené a navrZzené hodnoty reprodukovatelnosti pro
stanoveni horniho a dolniho limitu pro méfeni CPM, CPP, Koli a S. aureus.

Pro stanoveni CPM je legislativné deklarovana hodnota reprodukovatelnosti R = 0,45
log (CSN EN ISO 4833-1 (2014). Tato hodnota byla konfrontovdna s naSimi hodnotami
reprodukovatelnosti, kterd byla vypoctena jako primérnd hodnota deseti vybranych méfeni
podle metodiky uvedené vyse. Hodnoty se pohybovaly vrozmezi 0,0864 az 0,6532 log.
Vzhledem k tomu, Ze normovana hodnota byla téméf shodnd s ndmi stanovenou priimérnou
hodnotou (0,45 x 0,44 log), byla pro finalni doporuceni pro postup analyz CPM v laboratofi
potvrzena hodnota R = 0,45 log.

Pro méfeni CPP neni hodnota reprodukovatelnosti v normé CSN ISO 17410 (2020)
uvedena. Nami rozSitené hodnoty reprodukovatelnosti se pohybovaly v rozmezi od 0,0736 az

0,5241 log pro teplotu kultivace 6,5 °C a od 0,1349 az 0,8506 log pro teplotu kultivace 21 °C.
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Priimérna hodnota pro stanoveni meznich hodnot reprodukovatelnosti byla R = 0,36 log (6,5
°C)a R =0,34log (21 °C).

Pro stanoveni koliformnich mikroorganismid (Koli) neni rovnéZz hodnota
reprodukovatelnosti uvedena v normé CSN ISO 4832 (2010). Hodnota reprodukovatelnosti
byla stanovena jako primérnd hodnota deseti vybranych méfeni, kterd se pohybovala od
0,0491 az 0,3110 log. Primérné hodnota vSech méteni byla R = 0,20 log.

Podobné pak pro stanoveni poctu S. aureus neni hodnota reprodukovatelnosti v normé
CSN EN ISO 6888-1 (2020) definovana. Hodnota reprodukovatelnosti byla rovnéZ stanovena
jako primérnd hodnota deseti vybranych méfeni, kterd se pohybovala od 0,0631 az 0,2919
log. Primérna hodnota vSech méfeni byla R = 0,19 log.

V Tabulce 4 az 8 (Ptiloha 1) jsou pak zvyraznéné Casy a teploty, pii kterych jsou
piekroceny meze reprodukovatelnosti pro stanoveni CPM, CPP, Koli a S. aureus a vzorky by

nem¢ly byt analyzovény.

Tabulka 9. NavrZzené hodnoty reprodukovatelnosti pro stanoveni horniho a dolniho limitu pro
meéreni CPM, CPP, Koli a S. aureus

reprodukovatelnost dle prumerna vypoctend doporucena
reprodukovatelnost
normy (log)* (log)** reprodukovatelnost R (log)
CPM 0,45 0,4368 0,45
CPP 6,5 °C XXX 0,3550 0,36
CPP 21 °C XXX 0,3420 0,34
Koli XXX 0,1961 0,20
S.aureus XXX 0,1929 0,19

Vysvétlivky: * = reprodukovatelnost (R) dle normy CSN EN ISO 4833-1 (2014); ** = primérni
hodnota reprodukovatelnosti stanovena z deseti vybranych méteni

2.7. Doporuceni pro postup mikrobiologickych analyz v syrovém mléce pii porusSeni
chladového reZimu béhem transportu vzorkii do laboratoie

2.7.1. Doporudeni pro stanoveni celkové poctu mezofilnich mikroorganismu (CPM)

V Tabulce 10 (Piiloha 3) je nizorné schéma pro doporuceni pro laboratofe pro
stanoveni CPM u nekonzervovanych vzorkil pii poruSeni teplot béhem transportu po dobu
maximaln¢ 4 hodiny:
teplota 8, 11, 14 a 17 °C — pokud dojde ke zvySeni teploty aZ na 17 °C maximaln¢ po dobu <

4 hodin, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratofe, nebo je mozné
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vzorky ulozZit do lednice na maximélné 3 hodiny a poté analyzovat. Vzorky se nedoporucuji
uchovavat v lednici a analyzovat nasledujici den, tedy po 24 hodinach;

teplota 20 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 20 °C po dobu max. < 3 hodin, jsou vzorky
analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky uloZit do lednice
na 3 hodiny a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty po dobu > 3 az < 4 hodiny,
jsou vzorky analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratofe a nesmi se uklddat do
lednice. Zadny ze vzorkt se rovnéZ nedoporuduje uchovavat v lednici a analyzovat nasledujici
den, tedy po 24 hodinéch;

teplota 25 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 25 °C maximalné po dobu < 2,5 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky ulozit do
lednice na maximaln¢ 3 hodiny a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty > 2,5 az < 3
hodiny, vzorky jsou jiZ analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratofe a nesmi se uloZzit
do lednice. Vzorky vystavené teploté po dobu > 3 hodin by nemély byt analyzovany. Zadné
vzorky se rovnéz nedoporucuji uchovavat v lednici a analyzovat nasledujici den, tedy po 24
hodinéch.

2.7.2. Doporudeni pro stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismt (CPP pii 6,5 °C)

V Tabulce 11 (Ptiloha 3) je nazorné schéma pro doporuceni pro laboratote pro stanoveni CPP
kultivovanych pfi 6,5 °C u nekonzervovanych vzorkl pii poruSeni teplot béhem transportu po
dobu maximaln¢ 4 hodiny:

teplota 8, 11, 14, 17 °C — pokud dojde ke zvyseni teploty az na 17 °C maximéaln¢€ po dobu < 4
hodin, jsou vSechny vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedidni do laboratofe, nebo je
mozné vzorky uloZit do lednice na maximaln€ 3 hodiny a poté analyzovat. Vzorky se mohou
analyzovat i po ulozeni do lednice na dobu 24 hodin po pievzeti do laboratofe;

teplota 20 a 25 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty aZ na 25 °C maximélné po dobu < 3
hodin, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratotfe, nebo je mozné vzorky
ulozit do lednice na maximalné¢ 3 hodiny nebo az 24 hodin a poté analyzovat. Pokud vsak
dojde ke zvySeni teploty na 20 az 25 °C po dobu > 3 aZ < 4 hodin, jsou vzorky analyzovatelné
bud’ ihned po ptedani do laboratoie, nebo po uloZeni v lednici max. po dobu 3 hodiny. Vzorky
neni mozné uloZit do lednice na 24 hodin a poté analyzovat.

2.7.3. Doporudeni pro stanoveni poc¢tu psychrotrofnich mikroorganismi (CPP pii 21 °C)

V Tabulce 12 (Ptiloha 3) je nazorné schéma pro doporuceni pro laboratote pro stanoveni CPP
kultivovanych pii 21 °C u nekonzervovanych vzorktl pii poruSeni teplot béhem transportu po

dobu maximaln¢ 4 hodiny:
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teplota 8 a 11 °C — pokud je béhem transportu dodrZena teplota 8 °C nebo dojde ke zvySeni
teploty na 11 °C maximaln¢ po dobu < 4 hodin, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po
piedani do laboratofe, nebo je mozné vzorky uloZit do lednice na maximalné 3 hodiny a poté
analyzovat. Vzorky se nedoporucuji uchovavat v lednici a analyzovat nasledujici den, tedy po
24 hodinach po jejich odbéru;

teplota 14 az 17 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty aZ na 17 °C maximalné jen po dobu < 3
hodin, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratote, nebo je mozné vzorky
uloZit do lednice na maximélné 3 hodiny a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty po
dobu > 3 az < 4 hodiny, jsou vzorky analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratofe a
nesmi se ukladat do lednice. Zadny ze vzorki se rovnéZ nedoporuéuje uchovavat v lednici a
analyzovat nésledujici den, tedy po 24 hodinach;

teplota 20 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 20 °C maximalné po dobu < 2,5 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky ulozit do
lednice na dobu maximaln¢ 3 hodiny a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty > 2,5
az < 3 hodiny, vzorky jsou analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratofe a nesmi se
ulozit do lednice. Vzorky vystavené teploté¢ po dobu > 3 hodin by nemély byt analyzovany
vilbec. Zadné vzorky se rovnéZ nedoporuduji uchovévat v lednici a analyzovat nasledujici
den, tedy po 24 hodinéach po jejich odbéru.

teplota 25 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 25 °C maximéln€ po dobu 2,5 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky ulozit do
lednice na maximaln¢ 3 hodiny a poté analyzovat. Vzorky vystavené teploté¢ po dobu > 2.5
hodiny by nemély byt analyzovany. Zadné vzorky se rovnéZ nedoporucuji uchovévat v lednici
a analyzovat nasledujici den, tedy po 24 hodinach po jejich odbéru do laboratofe.

2.7.4. Doporucéeni pro stanoveni poctu koliformnich bakterii (Koli)

V Tabulce 13 (Pfiloha 3) je ndzorné schéma pro doporuceni pro laboratofe pro stanoveni
koliformnich bakterii u nekonzervovanych vzorki pii poruSeni teplot béhem transportu po
dobu maximéln¢ 4 hodiny:

teplota 8 a 11 °C — pokud je béhem transportu dodrZena teplota 8 °C nebo dojde k navySeni
teploty na max. 11 °C po dobu max. < 4 hodiny, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po
piedéani do laboratote, nebo je mozné vzorky uloZit do lednice na maximalné 3 hodiny a poté
analyzovat. Vzorky je dadle mozné uchovavat v lednici a analyzovat nasledujici den, tedy po
24 hodinach po jejich svozu do laboratofe;

teplota 14 °C — pokud dojde ke zvySeni teploty na 14 °C po dobu < 3 hodin, jsou vzorky

analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky uloZit do lednice
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na maximalné 3 hodiny nebo 24 hodin a poté analyzovat. Pokud dojde ke zvySeni teploty po
dobu > 3 aZ < 4 hodiny, mohou byt vzorky analyzovany ihned nebo po uchovéani v lednici po
dobu 3 hodin. Tyto vzorky se jiZ nedoporucuji uchovavat v lednici a zpracovavat nasledujici
den, tedy po 24 hodinéch;

teplota 17 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 17 °C maximaln¢ jen po dobu < 1,5 hodiny,
jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratofe, nebo je mozné vzorky uloZit
do lednice na 3 hodiny az 24 hodin a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty po dobu
> 1,5 az < 3 hodin, jsou vzorky analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratote, nebo po
3 hodinach, ale nesmi se ukladat do lednice na dalSich 24 hodin. Pokud dojde ke zvySeni
teploty po dobu > 3 az < 4 hodin, mohou byt vzorky analyzovany pouze ihned po pfedani do
laboratoie. Tyto vzorky se jiz nedoporucuji uchovavat v lednici a zpracovavat po 3 hodinich
nebo nésledujici den, tedy po 24 hodinach;

teplota 20 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 20 °C maximalné po dobu < 0,5 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky ulozit do
lednice na 3 hodiny az 24 hodin a poté analyzovat. Pokud dojde k expozici teploty > 0,5 az <
2 hodiny, vzorky jsou analyzovatelné pouze ihned po odbéru do laboratofe nebo po 3
hodinach uloZeni v lednici. Vzorky vystavené teplot€¢ po dobu > 2 aZ < 4 hodin je moZné
zpracovat pouze ihned po odbéru do laboratofe a nedoporucuji se uchovavat v lednici a
analyzovat ani po 3 nebo 24 hodinach po jejich uloZeni,

teplota 25 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 25 °C maximalné po dobu < 1,5 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po piedéani do laboratote, nebo po uloZeni v lednici po dobu
max. 3 hodin. Ostatni vzorky, u kterych doSlo ke zvySeni teploty > 1,5 az < 4 hodiny, se
nedoporucuji se uchovavat v lednici a analyzovat ani po 3 nebo 24 hodinéach po jejich ulozZeni.

2.7.5. Doporucéeni pro stanoveni poctu S. aureus (SA)

V Tabulce 14 (Ptiloha 3) je nazorné schéma pro doporuceni pro laboratofe pro stanoveni
koliformnich bakterii u nekonzervovanych vzorki pfi poruseni teplot béhem transportu po
dobu maximaln¢ 4 hodiny:

teplota 8, 11, 14 a 17 °C — pokud dojde béhem transportu ke zvyseni teploty az na 17 °C po
dobu < 4 hodiny, jsou vzorky analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratofe, nebo je
mozné vzorky uloZit do lednice na 3 hodiny azZ 24 hodin a poté analyzovat;

teplota 20 °C — pokud dojde ke zvySeni teploty na 20 °C po dobu < 3 hodin, jsou vzorky
analyzovatelné bud’ ihned po piedani do laboratoie, nebo je mozné vzorky uloZit do lednice
na maximaln¢ 3 hodiny nebo 24 hodin a poté analyzovat. Pokud dojde ke zvySeni teploty po

dobu > 3 aZ < 4 hodiny, mohou byt vzorky analyzovany ihned nebo po uchovani v lednici po
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dobu 3 hodin. Tyto vzorky se jiZ nedoporucuji uchovavat v lednici a zpracovavat nasledujici
den, tedy po 24 hodinéch;

teplota 25 °C - pokud dojde ke zvySeni teploty na 25 °C maximéln¢ po dobu < 2 hodin, jsou
vzorky analyzovatelné bud’ ihned po pfedani do laboratoie, nebo po uloZeni v lednici po dobu
3 aZ 24 hodin. Pokud dojde ke zvySeni teploty po dobu > 2 aZ < 3 hodiny, mohou byt vzorky
analyzovany ihned nebo po uchovéni vlednici po dobu 3 hodin. Tyto vzorky se jiz
nedoporucuji uchovévat v lednici a zpracovavat nésledujici den, tedy po 24 hodinach po jejich
odbéru. Vzorky, u kterych byla zvySena teplota po dobu > 3 aZ < 4 hodiny, doporucujeme

zpracovat ihned po pfevzeti v laboratofi. Vzorky neni vhodné dale uchovavat v lednici.

3) Srovnani novosti

Navrzena metodika v pfedstihu reaguje i na mozné legislativni upravy pro stanoveni
celkového poctu mikroorganismi ve vzorcich bez konzerva¢niho €inidla, u kterych doslo
béhem trasnsportu k poruseni chladového rezimu. Metodika pfesné¢ definuje podminky, za
kterych jsou takto svazené vzorky mléka jest¢ vhodné pro mikrobiologické analyzy
s vérohodnymi a reprodukovatelnymi vysledky. Kvalitativni limity byly jednak zohlednény na
zékladé¢ ziskanych vysledkt vlastniho vyzkumu a vyvoje (CPP, Koli a SA) nebo byly dany do
souvislosti s platnymi hodnotami reprodukovatelnosti podle normy CSN EN ISO 4833-1 pro
stanoveni mezofilnich mikroorganismt (CPM).

Jedna se o inovovany postup kontroly podminek oSetfeni, transportu syrovych vzork
mléka bez konzervacnich ¢inidel a jejich mikrobiologického vySetfeni pro podporu
veérohodnosti ziskdvanych analytickych a srovnatelnych vysledka. Metodika je rozsifenim
dosavadnich poznatki o nutnosti chladového rezimu pfi transportu vzorkd a dale uvedenim

novych doporuceni pro podporu jistoty analytickych vysledki v praxi.

4) Popis uplatnéni

Potencidlnimi uZivateli metodiky jsou prvovyrobci mléka, organizace provadéjici
svozné sluzby, mlékarny, veterinarni 1€kafi a také odborna vefejnost (napf. vyzkumné ustavy,
vysoké Skoly).

Konkrétnim uZivatelem metodiky je Svaz vyrobct mléka a.s., se sidlem Jilova 1550/1,
787 01 Sumperk (IC: 47674792), se kterym je uzaviena smlouva o vyuZiti uplatnéné
metodiky. Tento uzivatel vzhledem ke své ucelovosti, pro kterou byl zaloZen, tj. spoluprace

s prvovyrobci mléka pfi vzajemnych konzultaci, setkani, pfedavani zkuSenosti, Siteni novosti
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v mlékarenském pramyslu, svoz vzorkti mléka, spoluprace s odbérateli mléka je pro praktické
vyuziti metodiky a jeji implementace do praxe vhodnym spoleénym uZivatelem pro sdruZené
prvovyrobce a zpracovatele mléka.

Vyvinutd certifikovand metodika byla preddna do uzivani jmenovaného uZivatele

v elektronické i pisemné formé.

5) Ekonomické aspekty

Mikrobiologické kontrola syrového mléka podporuje kvalitu v mlééném potravinovém
fetézci pii zpracovani na riizné mlécné produkty. Naklady na konkrétni zavedeni postupu
uvedeného v metodice by nem¢ly pro jednotlivé faremni uzivatele nebo konkrétniho uZivatele
vysledkt prekrocit, podle kvalifikovaného odhadu, ¢astku 50 tis. K¢ (ndklady na kvalitnich
termoboxu, monitoring teploty). Pfinos pro uZivatele (farmaie) nelze presné konkretizovat.
Jedna se o moZny piinos v ptipadé¢ podpory mikrobiologické jistoty syrového mléka, jeho
nasledné zpracovani na mlécné produkty a ochranu zdravi spottebitele. Metodika muze
prispét 1 k redukci chybovosti vysledkii analyz i v pfipadnych spornych jednani nebo
hodnoceni vyslednych hodnot na zékladé reprodukovatelnosti vysledk (nejistota méfent,

mezni hodnoty stanoveni).
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Priloha 1

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu mikroorganismi
vykultivovanych pti 30 °C (Tabulka 4, Graf 1)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu psychrotrofnich
mikroorganismu vykultivovanych pfti 6,5 °C (Tabulka 5, Graf 2)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu psychrotrofnich
mikroorganismil vykultivovanych pti 21 °C (Tabulka 6, Graf 3)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu koliformnich bakterii
(Tabulka 7, Graf 4)

Vysledné hodnoty (geometricky primér a log KTJ/ml) stanoveni poctu Staphylococcus

aureus (Tabulka 8, Graf 5)
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Tabulka 4. Vyvoj CPM v kravském mléce a mezni hodnoty reprodukovatelnosti (4,3194 +

0,45 log)

E‘f;lél)ota 8§ | 11 | 14| 17 20| 25| 8 1 14 17 | 20 | 25
¢as eometricky primér CPM

(hod) B tls. KTl log KTJ/ml

0 20,9 | 20,9 | 20,9 | 200 | 20,9 | 20,9 |4,31944,3194] 43194 | 43194 43194 4,3194
05 | 220 | 21,8 | 23,0 | 225 | 22,1 | 23,9 |4,3431|4,3382| 43610 | 43513 |4,3448 | 4,3776
1 20,1 | 19,0 | 21,6 | 22.5 | 24,6 | 25,2 |4,3246|4,2797| 43338 | 43518 |4,3910 | 4,4019
15 17,0 | 19,1 | 23,6 | 22.2 | 25,7 | 26,1 |4,2315|4,2803 | 4,3728 | 4,3460 | 4,4097 | 4,4162
2 182 | 19,9 | 232 | 243 | 27.1 | 22,0 |4,2599|4,2983 | 43654 | 4,3850 | 4,4322| 4,3428
2.5 16,6 | 19,3 | 26,3 | 25,1 | 30,0 | 23,7 |4,2207|4,2856| 4,4206 | 4,4004 |4,4778 | 4,3740
3 19.2 | 202 | 24,4 | 37,6 | 33.6 | 58,5 |4,2825|4,3057| 4,3882 | 4,5755 |4,5259|4,7670
4 22,1 | 24,6 | 30,7 | 53.5 | 45,9 | 106,6|4,3439 |4,3916| 44875 | 4,7285 |4.6617 | 5,0276
0,543 | 19,7 | 17,7 | 26,9 | 23,5 | 24,7 | 28,4 |4,2943|4,2489| 44301 | 4,3710 |4,3934 | 4,4536
143 | 22,1 | 19,8 | 243 | 21,7 | 22.3 | 20,5 |4,3439|4,2973 | 4,3854 | 4,3370 | 4,3486| 43118
1,543 | 19,5 | 19,3 | 23,5 | 26,4 | 254 | 27.8 |4,2896|4,2853 | 43710 | 4,4213 | 4,4056 | 4 4444
213 | 23,1 | 21,6 | 25.8 | 269 | 26,9 | 28,1 |4,3641 | 4,3335| 44109 | 4,4293 | 4,4304 | 4,4480
2,543 | 22,8 | 25.9 | 24.9 | 27.7 | 51,3 | 39,0 |4,3583 | 4,4133 | 43954 | 4,4422 |4.7104|4,5914
343 | 26,7 | 252 | 254 | 342 | 54.8 | 83,2 |4,4267 |4,4019| 44055 | 4,5335 |4,7387 | 4,9200
4+3 | 262 | 243 | 32,3 | 50.8 | 63,2 |228,0|4,4191|4,3864| 4,5085 | 4,7058 |4,8008 | 5,3579
0,5+24 | 86,3 | 65,9 | 78,5 | 74,1 | 78,2 | 127,8 | 4,9358 | 4,8190 | 4,8948 | 4,8697 | 4,8932 |5,1066
1424 | 62,1 | 63,1 | 669 | 75.7 | 72,0 | 162,1|4,7934|4,8003 | 4,8257 | 4,8793 |4,8571] 5,2098
1,5+24 | 73,8 | 87,2 | 82,2 | 72.7 | 70.9 |109,6|4,8681|4,9406 | 4,9150 | 4,8613 | 4,8505 | 5,0399
2124 | 62,0 | 78,9 | 782 | 113,1] 96,0 | 235,4|4,7925 | 4,8972| 4,8930 | 5,0535 | 4,9821|5,3718
25424 | 95,6 | 89,3 | 109,6|205,8 | 1533 | 357.4|4,9806 | 4,9507 | 5,0397 | 5,3134 | 5,1855 | 5,5531
3124 | 143,5|176,4]189,8|292,0|228,0]324,1|5,1568 | 5,2466| 5,2782 | 5,4654 | 5,3580 | 5,5107
4+24 | 160,8 | 184,8]255.4|308,1|288,1]612,9|5,2063 | 5,2667| 5,4072 | 5,4887 | 5,4596 | 5,7874

Vysvétlivky: zvyraznéné hodnoty piekracuji horni mez reprodukovatelnosti = 4,7694
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Graf 1. Vyvoj CPM (log KTJ/ml) v kravském mléce a mezni hodnoty reprodukovatelnosti
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Tabulka 5. Vyvoj CPP kultivovanych pfi 6,5 °C v kravském mléce a mezni
reprodukovatelnosti (3,2882 + 0,36 log)

hodnoty

E‘?g)"ta 8§ | 11 | 14| 17 20| 25| 8 1 14 17 | 20 | 25
¢as eometricky pramér CPP

(hod) B v tis. KT/l log KTJ/ml

0 19 ] 19 | 1.9 | 1,9 | 1.9 | 1.9 |3,2882]3,2882] 3,2882 | 3,2882 | 3,2882]3,2882
0.5 20 | 20 | 22 | 1,1 | 1,5 | 1,1 |3,3190|3,4416| 3,3434 | 3,0347 |3,1759|3,0527
1 27 | 27 | 30 | LI | 1,8 | 14 |3,4266|3,5121| 34806 |3,0510 |3,2660 | 3,1464
15 27 | 27 | 20 | 13 | 23 | 1,5 |3.4360|3,5071| 3,3234 |3,1297 |3.3670 | 3,1695
2 30 | 30 | 27 | 13 | 32 | 2,1 |3,4744|3,5253| 34332 |3,1257 |3.5011 | 3,3298
2.5 25 | 25 | 2.8 | 12 | 1.9 | 13 |3,3966|3,5216] 34511 | 3,0695 |3,2762 | 3,1084
3 25 | 25 | 2.8 | 13 | 2.6 | 14 |3,4058|3,5822| 34462 | 3,1285 |3,4072|3,1304
4 21 | 32 | 29 | 17 | 2.5 | 3.4 |3,3320(3,5113| 34649 | 3,221 |3,3964 | 3,5260
053 | 25 | 29 | 33 | 13 | 1,5 | 1,3 |3,3953]3,4582] 3,5205 | 3,1209 |3,1617 | 3,1089
143 | 2.0 | 2.8 | 3.6 | 1.8 | 13 | 1.3 |3,3320|3,4474| 3.5516 | 3,2476 |3,1284]3,1185
1543 | 39 | 39 | 33 | 1,8 | L1 | 1,7 |3,5962|3,4462| 3,5217 | 3,2481 | 3,0414 3,417
213 | 30 | 3,0 | 29 | 12 | 1,1 | L1 |3,4842|3.4145| 34559 | 3,0726 |3,0514]3,0228
2543 | 3.1 | 3,0 | 19 | 1.6 | 1,0 | 1,0 |3,4902|3,3620| 3,2701 | 3,2126 |3,0201 | 2,9873
343 | 29 | 29 | 15 | 1.9 | 1,1 | 09 |3,4626|3,3722| 3,1787 | 3.2714 |3,0532|2,9697
4+3 | 21 | 37 | 1.8 | 23 | 1,8 | 2.0 |3,3237|3,5665| 3.2648 | 3,3575 |3,2495|3,3115
05124 | 09 | 09 | 09 | 12 | 13 | 1,1 |2,9499]2,9557| 2,9474 | 3,0614 |3,1049|3,0476
1424 | 09 | 09 | 1,0 | 1,1 | 12 | 1,1 |2,9683]2,9479| 2,9969 | 3,0492 |3,0749]3,0546
15424 09 | 09 | 09 | 1,6 | 1,6 | 1.2 |2,9583]2,9577| 2.9670 | 3,2165 |3,2150] 3,0835
224 | 13 | 1,0 | 09 | 23 | 15 | 1,5 |3,1072]2,9895] 2,9515 | 3,3640 | 3,1883 | 3,1699
25424 13 | 09 | 2.1 | 2.4 | 2.8 | 2.8 |3.1126|2,9736] 3,3272 | 3,3838 | 3,4440 | 3,4439
3124 | 15 | 1,1 | 1,6 | 24 | 37 | 3.9 |3,1831|3,0295] 3,158 | 3,3834 |3,5631 | 3,5949
4424 | 26 | 09 | 09 | 29 | 6,6 | 55 |3.4105]2,9302| 2,9632 | 3,4569 | 3,8206 | 3,7381

Vysvétlivky: zvyraznéné hodnoty piekracuji horni mez reprodukovatelnosti = 3,6482
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Graf 2. Vyvoj CPP (log KTJ/ml) pfi 6,5 °C vkravském mléce a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti (3,2882 + 0,36 log)
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Tabulka 6. Vyvoj CPP pii 21 °C v kravském mléce a mezni hodnoty reprodukovatelnosti

(4,5306 + 0,34 Tog)
E‘f;lél)ota 8§ | 11 | 14 | 17 | 20 | 25 8 1 14 17 | 20 | 25
¢as eometricky pramér CPP

(hod) B @ tis, KT/m) log KTJ/ml

0 339 | 33,9 | 33,9 | 339 | 33,9 | 33.9 |4,5306]4,5306] 4.5306 | 4,5306 | 4,53064,5306
0.5 | 356 | 36,5 | 342 | 299 | 35,9 | 440 |4,5514|4,5625| 4,5342 | 44752 |4.5553 | 4,6435
1 33,9 | 35,0 | 36,6 | 32.8 | 38,1 | 458 |4,5302|4,5441| 45631 | 4,5160 |4,5805 | 4,6604
15 | 33,6 | 372 | 41,0 | 32,9 | 40.8 | 45,4 |4,5267|4,5709| 4,6133 | 4,5177 |4,6110|4,6570
2 32,0 | 34,0 | 42,7 | 358 | 39,1 | 483 |4,5173|4,5308| 4.6302 | 4,5535 | 4,5919 | 4,6840
2,5 | 34,1 | 33,4 | 46,0 | 37,5 | 40,5 | 51,5 |4,5325|4,5240| 4.6625 | 4,5738 | 4,6071|4,7117
3 36,5 | 375 | 47.6 | 57.8 | 61,5 | 76,1 |4.5621 |4,5744] 4.6776 | 4,7621 | 4,7892 | 4,8812
4 343 | 38,4 | 56,5 | 70,7 | 78,0 | 134.6 |4,5353 |4,5839| 47522 | 4,8496 | 4,8920 | 5,1289
0,5+3 | 33.4 | 374 | 42,4 | 35,7 | 37,6 | 433 |4,5235|4,5730] 4,6276 | 4,5533 |4,5750 | 4,6366
143 | 343 | 374 | 45,4 | 434 | 41,9 | 43,9 |4,5353|4,5725| 4,6572 | 4,6371 | 4,6227 | 4,6429
1,543 | 378 | 35,6 | 47.8 | 39,0 | 494 | 54,7 |4,5776|4,5512| 4,6798 | 4,5914 |4,6936 | 4,7383
213 | 44,4 | 445 | 65,8 | 49.6 | 47,7 | 57,2 |4.6479 |4,6481| 48183 | 4,6953 | 4,6781 |4,7576
2,543 | 46,1 | 47.9 | 62,7 | 51.8 | 62,1 | 71,7 |4,6639 |4,6803| 4,7975 | 47141 |4,7929 | 4,8554
343 | 49,8 | 447 | 67.4 | 69.4 | 83,3 | 122.6 |4,6973 |4,6499| 4,8287 | 4,.8415 |4,9209 | 5,0886
4+3 | 43,6 | 44,1 | 933 | 80,6 | 114,2] 2757 |4,6391 | 4,6442| 4,9698 | 4,9064 | 5,0576 | 5,4404
0,524 | 177,4]175,7]166,1| 74,8 | 129,6| 179,4 |5,2489|5,2449| 5,204 | 4,8738 |5,1125|5,2538
1424 |170,8]178,0|161,5| 84,7 | 196,7| 2145 |5,2324|5,2505| 5,2081 | 4,9278 |5,2938]5,3314
1,5+24 | 186,8]276,3|257,3| 80,4 | 171,8]| 308,5 |5,2714| 54414 54104 | 4,9053 | 5,2349 | 5,4893
2124 |204,1]305,9]227,3|107,0|263,.8| 275.5 |5,3098 | 5,4856| 5,3565 | 5,0294 | 5,4212 | 5,4401
2,5+24 | 213,1|277.0]229,8 | 172,0|310,0| 417.,6 |5,3286 | 5,4425| 53613 | 5,2355 | 5,4913 | 5,6207
3124 |224.8]297,0/301,9|333,3 |411,3| 863.8 |5,3518|5,4727| 54799 | 5,5228 | 5,6141 | 5,9364
4424 |266,5|428,8]420,6|451,0|650,6 | 1928,7|5,4257|5,6322| 5,6239 | 5,6542 | 5,8133 | 6,2853

Vysvétlivky: zvyraznéné hodnoty piekracuji horni mez reprodukovatelnosti = 4,8706
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Graf 3. Vyvoj CPP kultivovanych pii 21 °C (log KTJ/ml) v kravském mléce a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti (4,5306 + 0,34 log)
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Tabulka 7. Vyvoj koliformnich bakterii vkravském mléce a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti (2,2449 + 20 log)
E‘f;lél)ota 8 | 1114172025 8 1| 14 | 17 | 20 | 25
cas eometricky pramér (x 100
(hod) & K%Bml) ( log KTJ/ml
0 1,8 11,8 1,8] 1,8 1,8 1,8 (2,24492,24492,2449 |2,2449 |2,2449 |2,2449
0,5 1,718 18] 1,6 1,7 |19 [2,2326|2,2488|2,2593(2,2142|2,2205|2,2785
1 1,7 11,8 120]20]2,1]25(2,2250|2,2590|2,3005|2,3078|2,3223|2,3931
1,5 1,7 11,7 12,1]21]22]3,0 (2,2273]2,2407|2,3164|2,3234|2,3443|2,4698
2 1,811,921 |23]23]3,2|2,2441|2,2682|2,3216|2,3593|2,3687|2,5017
2,5 1,8 | 1,8 12,0 | 2,2 | 2,6 | 3,77 |2,2544|2,2498 |2,3055 |2,3483 | 2,4090 | 2,5641
3 1,911,922 2527|477 ]2,2884|2,2714|2,3460|2,3960 | 2,4393 | 2,6699
4 1,8 119253242164 |2,2479|2,2722|2,3977|2,5047|2,6238 | 2,8082
0543 | 1,7 | 1,7 1,6 | 1,6 | 1,7 | 1,9 |2,2430|2,2405|2,1913|2,1933|2,2181 |2,2847
1+3 | 1,8 | 1,8 | 1,8 | 1,7 ] 2,1 | 2,6 [2,24792,2504|2,25292,2317|2,3296 |2,4075
1,5+3 | 1,7 19|19 1,8 | 2,3 | 2,7 [2,2284|2,2707|2,2773|2,2459|2,3522|2,4294
2+3 | 1,7 | 1,7 12,1 | 2,1 |26 |34 ]2,2205|2,2394|2,3139|2,3155|2,42192,5275
25+3 | 1,6 | 1,6 | 2,0 | 2,5 | 3,1 | 3,9 |2,1994|2,2145|2,3103|2,3915 | 2,4943 | 2,5914
3+3 | 1,6 | 1,8 | 2,3 | 2,5 | 3,1 | 5,1 |2,2142(2,2496|2,3559|2,4042 | 2,4942 | 2,7094
443 | 1,7 | 1,7 123 |3,1]40]59 (2,2181]2,2409|2,3700 | 2,4905 | 2,6046 | 2,7743
0,5+24 | 1,8 | 1,5 1 2,0 | 2,4 | 2,6 | 3,0 |2,2618|2,1768 |2,2942|2,3752|2,4091 | 2,4779
1+24 | 1,7 | 1,7 | 2,1 | 2,3 | 3,0 | 3,5 |2,2327|2,2221|2,3235|2,3687 | 2,4823 | 2,5411
1,5+24 119 | 2,0 | 2,2 | 24 | 3,2 | 4,0 |2,2884|2,2969|2,3399|2,3888|2,4985|2,6010
2424 12,023 25|28 3,8]|5,2(2,3043(2,3693|2,3905 |2,4522 | 2,5808 | 2,7120
25424119 125125 (29 |5,1]6312,2790(2,3917|2,3973|2,4692 |2,7044 | 2,8000
3+24 11,912,628 |34 |54 |75 |2,2875|2,4190|2,4430|2,5352|2,7312|2,8727
4+24 2,0 2,7 1,8 3,9 ]6,6 |11,6]/2,29892,4342|2,24492,5960 |2,8223 | 3,0633

Vysvétlivky: zvyraznéné hodnoty prekracuji horni mez reprodukovatelnosti = 2,4449
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Graf 4. Ristové kiivky koliformnich bakterii (log KTJ/ml) v kravském mléce pfi
sledovanych teplotach a ¢asech (2,2449 + 20 log)
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Tabulka 8. Vyvoj S. aureus (log KTJ/ml) vkravském mléce a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti (1,7343 £ 0,19 log)
E‘f;lél)ota 8 | 1114172025 8 1| 14 | 17 | 20 | 25
?ﬁ(s) d) geometricky pramér (KTJ/ml) log KTJ/ml
0 54 | 54 | 54 | 54 | 54 | 54 |1,7343|1,7343|1,7343|1,7343|1,7343|1,7343
0,5 54 | 52 | 53 | 50 | 53 | 52 |1,7294|1,7172|1,7239|1,7014|1,7205 | 1,7195
1 51 | 53 | 55 | 52 | 53 | 53 |1,7044|1,7240(1,7388|1,7136|1,7217 | 1,7234
1,5 48 | 54 | 55 | 52 | 54 | 55 |1,6804|1,7313|1,7440|1,7195|1,7310|1,7383
2 52 | 53 | 55 | 54 | 55 | 58 |1,7176]1,7274|1,7398 | 1,7360 | 1,7379 | 1,7644
2,5 53 | 58 | 57 | 56 | 56 | 62 |1,7225|1,7658|1,7563|1,7488|1,7494 | 1,7944
3 50 | 56 | 56 | 56 | 60 | 67 |1,6995]|1,7511|1,7480|1,7514|1,7777|1,8235
4 52 | 55 | 59 | 57 | 65 | 83 |1,7134|1,7409|1,7684|1,7580|1,8141|1,9197
0,5+3 | 50 | 53 | 56 | 52 | 53 | 54 |1,6990|1,7233|1,7465|1,7162|1,7219|1,7327
1+3 | 52 | 53 | 55 | 54 | 53 | 56 [1,71601,7273|1,7421|1,7342|1,7279 | 1,7482
1,5+3 | 51 | 52 | 55 | 54 | 54 | 59 [1,7036|1,7197|1,7404 | 1,7291|1,7340|1,7714
2+3 | 50 | 51 | 55 | 54 | 56 | 63 |1,6978|1,7114|1,7412|1,7321|1,7520|1,8018
25+3 | 51 | 54 | 56 | 55 | 56 | 68 |1,7105|1,7360|1,7504 |1,7402|1,7483|1,8306
3+3 | 54 | 54 | 60 | 59 | 59 | 75 |1,73601,7359|1,7758|1,7678 |1,7675|1,8722
443 | 57 | 54 | 60 | 60 | 67 | 93 |1,7573|1,7336|1,7788|1,7772|1,8272|1,9692
0,5+24 | 55 | 53 | 52 | 55 | 56 | 59 |1,7411|1,7204|1,7135|1,7394 |1,7452|1,7721
1+24 | 55 | 52 | 51 | 56 | 57 | 62 |1,7424|1,7164|1,7097|1,7494 11,7580 |1,7912
1,5+24 | 52 | 54 | 55 | 57 | 58 | 65 |1,7175|1,7347|1,7383|1,7558|1,7616|1,8157
2+24 | 55 | 54 | 58 | 60 | 59 | 78 |1,7389|1,7305|1,7623|1,7787|1,7741|1,8931
2,5+24 | 55 | 55 | 58 | 61 | 65 | 90 |1,7437|1,7427]1,7604 | 1,7886 | 1,8147|1,9555
3424 | 55 | 54 | 57 | 61 | 70 | 102 |1,7389|1,7355|1,7579|1,7869 |1,8471 | 2,0087
4+24 | 55 | 59 | 62 | 65 | 84 | 134 |1,7406|1,7734|1,7937|1,8146|1,9264 | 2,1267

Vysvétlivky: zvyraznéné hodnoty piekracuji horni mez reprodukovatelnosti = 1,9243
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Graf 5. Rustové kiivky S. aureus (log KTJ/ml) v kravském mléce a mezni hodnoty
reprodukovatelnosti pti sledovanych teplotach a ¢asech (1,7343 + 0,19 log)
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Priloha 2

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu mikroorganismu vykultivovanych pfi
30°C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismt
vykultivovanych pii 6,5 ° C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismi
vykultivovanych pfti 21 ° C

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu koliformnich bakterii

Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu Staphylococcus aureus
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Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poétu mikroorganismi
vykultivovanych pri 30 ° C
Primérna nejistota/reprodukovatelnost R = 0,4368 log
. 22000 19000 37000 27000 O 29200 2700023000 21700
26700 24000 37000 33000 19000 34000 | 40000
sx1= 0,1058 0,2074 SX2= 0,1136 | 0,2227
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez stredni mez
4,6467 4,4393 4,2319 4,6523 | 4,4296 | 4,2069
44331 27498 17057 44903 26891 16104
3 16300 13000 26000 10000 4 89000 68000
21200 31000 28000 195000| 184000
sx3= 0,1841 0,3607 sx4= 0,2284 | 0,4477
horni dolni horni dolni
mez stfedni mez mez stfedni mez
4,6473 4,2866 3,9259 5,5319 | 5,0842 | 4,6365
44396 19346 8431 340316 | 121395 | 43303
5 23000 17000 6 180000| 120000
20000| 40000 34000 49000| 48000
sx5= 0,1565 0,3068 Xs6= 0,2387 | 0,4679
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez stredni mez
4,7121 4,4053 4,0985 5,2601 | 4,7922 | 4,3243
51530 25427 12547 182024 | 61973 21099
7 47000 26000 8 610000| 540000
70000 91000 1230000 | 1710000
sx7= 0,2367 0,4640 SX8= 0,3333 | 0,6532
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez stredni mez
5,1868 4,7228 4,2588 6,4523 | 5,7991 | 5,1459
153727 52820 18149 2833560 629651 | 139916
<9 750000| 800000 (1760000 |1360000 10 17500 17500121100
2900000 | 3200000 | 3400000 | 3700000 19000 20000 | 22000
sx9= 0,5871 1,1508 sx10= 0,0441 | 0,0864
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez stredni mez
7,1789 6,0281 4,8773 4,3885 | 4,3021 | 4,2157
15096208 | 1066842 75393 24462 20049 16433

sx = tuén€ oznacend hodnota = roz§itena nejistota (sx - 1,96); mezni hodnoty reprodukovatelnosti jsou vyjadiené
v logaritmické formé a transformované na ptivodni hodnoty
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Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni pocétu psychrotrofnich
mikroorganismi vykultivovanych p¥i 6,5 °C
Primérnd nejistota/reprodukovatelnost R = 0,3550 log
. 460 480| 1290| 1500| 1600 O 390 290 310
460 440 1200| 1080| 1800 190 220
sx1= 0,2559| 0,5016 sX2= 0,1237| 0,2425
horni horni
mez |strfedni|dolni mez mez stfedni | dolni mez
3,4525 [2,9509| 2,4493 2,6757 |2,4332| 2,1907
2835 893 281 474 271 155
3 1290 1310| 1400| 1500 d 390 430 790
700 470 600 900 840 1100| 1300
sx3= 0,1913| 0,3749 sx4= 0,2127| 0,4170
horni horni
mez |stredni|dolni mez mez stfedni | dolni mez
3,3499 (2,9750| 2,6001 3,2840 |2,8670| 2,4500
2238 944 398 1923 736 282
5 390 510 460 6 290 120
1200 1390| 1400| 1300 320 360
sx5= 0,2528| 0,4954 sXx6= 0,2178| 0,4269
horni horni
mez |stredni|dolni mez mez stfedni | dolni mez
3,4456 |2,9502 | 2,4548 2,8277 [2,4008| 1,9739
2790 892 285 672 252 94
7 990 870 900 800 x8 250 270 260
1240 1070| 1300| 2500 290 230
sx7= 0,1573| 0,3084 SX8= 0,0375| 0,0736
horni horni
mez |stredni|dolni mez mez stfedni | dolni mez
3,3618 [3,0534| 2,7450 2,4873 [2,4137| 2,3401
2300 1131 556 307 259 219
<9 390 460 600 10 330 280
190 140 440 430
sx9= 0,2674| 0,5241 sx10= 0,0945| 0,1853
horni horni
mez |strfedni|dolni mez mez stfedni | dolni mez
3,0155 |2,4914| 1,9673 2,7459 |2,5606| 2,3753
1036 310 93 557 364 237
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Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poétu psychrotrofnich
mikroorganismi vykultivovanych p¥i 21 °C
Primérnd nejistota/reprodukovatelnost R = 0,3420 log
. 19900| 19800| 27000| 26000 O 21300 19500 | 28000| 24000
33000| 12700| 35000| 26000 26000 23500| 31000
sx1= 0,1419 | 0,2781 SX2= 0,0688 | 0,1349
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez | stfedni mez
4,6560 | 4,3779 | 4,0998 4,5239 | 4,3890 | 4,2541
45294 | 23873 | 12582 33408 | 24491 | 17953
3 520000| 420000| 490000| 550000 d 18800 18300| 27000| 21000
1900000 | 2000000 | 2000000 | 1700000 22400 21100| 31000| 26000
sx3= 0,3154 | 0,6182 sx4= 0,0802 | 0,1572
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez | stredni mez
6,6033 | 5,9851 | 5,3669 4,5161 | 4,3589 | 4,2017
4010984 | 966273 | 232782 32819 | 22851 | 15910
5 139000| 152000| 150000| 160000 6 136000| 164000
360000| 288000| 180000| 200000 21000 37000
sx5= 0,1485 | 0,2911 SX6= 0,4340 | 0,8506
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez | stfedni mez
5,5757 | 5,2846 | 4,9935 5,6603 | 4,8097 | 3,9591
376405 | 192575 | 98525 457370 | 64521 | 9102
7 140000| 128000 <8 76000 61000
186000| 167000 118000| 107000
SX7= 0,0733 | 0,1437 SX8= 0,1327 | 0,2600
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez | stfedni mez
5,3301 | 5,1864 | 5,0427 5,2019 | 4,9419 | 4,6819
213832 | 153603 | 110339 159188 | 87478 | 48072
<9 220000| 240000| 320000| 350000 10 77000 60000
390000| 416000| 480000| 400000 25000 31000
SX9= 0,1188 | 0,2329 sx10= 0,2313 | 0,4534
horni dolni horni dolni
mez stredni mez mez | stredni mez
5,7666 | 5,5337 | 5,3008 5,0919 | 4,6385 | 4,1851
584222 | 341743 | 199904 123560 | 43501 | 15315
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Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poctu koliformnich bakterii

Primérnd nejistota/reprodukovatelnost R = 0,1961 log

v 2000 1900 1900 1500| 1100
1000 1700 1420 1300

sx1= 0,1079| 0,2116

horni dolni

mez |stfedni| mez

3,3863 |3,1747| 2,9631

2434 1495 919

3 960 980 940
1900 1820 1420

sX3= 0,1427| 0,2798

horni dolni

mez |stfedni| mez

3,3861 |3,1063| 2,8265

2433 1277 671

<5 1110 1130 1090
800 780 700

sx5= 0,0927| 0,1817

horni dolni

mez |stfedni| mez

3,1444 |2,9627 | 2,7810

1394 918 604
430 400 400

x7
370 420

SX7= 0,0251 0,0491

horni dolni

mez |stfedni| mez

2,6549 | 2,6058| 2,5567

452 403 360

9 8000 8600| 5500
6700 8100

SX9= 0,0794 | 0,1555

horni dolni

mez |stfedni| mez

4,0180 |3,8625| 3,7070

10424 | 7286 5093

) 930 820| 950
1870 1640| 1650
SX2= 0,1570| 0,3077
horni dolni
mez stredni mez
3,4017 | 3,0940 | 2,7863
2522 1242 611
4 830 880| 990
1800 1700| 1700
sx4= 0,1587 | 0,3110
horni dolni
mez stredni mez
3,4069 | 3,0959 | 2,7849
2552 1247 609
6 3300 3100| 2410
2060 2200
SX6= 0,0908 | 0,1780
horni dolni
mez stredni mez
3,5876 | 3,4096 | 3,2316
3869 2568 1705
8 8700 8900| 6100
5500 5900
SX8= 0,0994 | 0,1948
horni dolni
mez stredni mez
4,0319 |3,8371 | 3,6423
10763 6872 4388
10 1120 860| 910
1060 990
sx10= 0,0469 | 0,0919
horni dolni
mez stredni mez
3,0846 | 2,9927 | 2,9008
1215 983 796
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Stanoveni mezi reprodukovatelnosti pro stanoveni poc¢tu Staphylococcus aureus

Primérna nejistota/reprodukovatelnost R = 0,1929 log

" 85 78 76 63 60
120 90 80| 110 50
sx1= 0,1162 | 0,2278
horni dolni
mez stfredni | mez
2,1235| 1,8957 | 1,6679
133 79 47
3 84 79 78 78 72
100 90 50 50 40
sX3= 0,1296| 0,2540
horni dolni
mez stfredni | mez
2,0958| 1,8418 | 1,5878
125 69 39
5 216 207 230| 230
122 118| 140| 100
sX3= 0,1490 | 0,2919
horni dolni
mez stfredni | mez
2,5017| 2,2098| 1,9179
317 162 83
7 176 192| 200| 280
125 115| 120| 110
SX7= 0,1463 | 0,2868
horni dolni
mez stredni | mez
2,4812| 2,1944| 1,9076
303 156 81
9 261 252 | 248| 246| 245
320 300| 290| 350| 210
SX9= 0,0658 | 0,1290
horni dolni
mez stfedni | mez
2,5594| 2,4304 | 2,3014
363 269 200

) 62 55 52
48 44
SX2= 0,0568 | 0,1113
horni dolni
mez stfedni | mez
1,8260| 1,7147| 1,6034
67 52 40
4 72 71 65
56 50
sxd= 0,0685 | 0,1343
horni dolni
mez stfedni | mez
1,9280| 1,7937| 1,6594
85 62 46
6 240 222 | 250| 240
118 121| 130| 150
SX6= 0,1456 | 0,2854
horni dolni
mez stfedni | mez
2,5291| 2,2437| 1,9583
338 175 91
8 56 44 40
39 36
SX8= 0,0739 | 0,1449
horni dolni
mez stfedni | mez
1,7731| 1,6282| 1,4833
59 42 30
51 48 45
x10 43 43
sx10= 0,0322 | 0,0631
horni dolni
mez stfedni | mez
1,7249| 1,6618| 1,5987
53 46 40
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Priloha 3

Doporuceni pro stanoveni poctu mikroorganismu vykultivovanych pti 30 °C (Tabulka 10)
Doporuceni pro stanoveni poc¢tu psychrotrofnich mikroorganismi vykultivovanych pii 6,5 °C
(Tabulka 11)

Doporuceni pro stanoveni poc¢tu psychrotrofnich mikroorganismt vykultivovanych pfi 21 °C
(Tabulka 12)

Doporuceni pro stanoveni poctu koliformnich bakterii (Tabulka 13)

Doporuceni pro stanoveni poctu Staphylococcus aureus (Tabulka 14)
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Tabulka 10. Doporuceni pro analyzu vzorkl na stanoveni CPM pfi poruseni teploty béhem
transportu (sloupec A) po dobu uvedenou ve sloupci B

A B C D E
. analyza vzorku po , .
doba expozice , . Y analyza vzork( po svozu
.. Y analyza vzork( svozu do laboratore Y .,
teplota pfi béhem . . . do laboratore a uloZeni
ihned po svozu do | a uloZeni do lednice ) Yo o
transportu transportu o o Yoo do lednice pfi 8 °C
(max. 4 hodiny) laboratofe pfiteploté 8 °C (max 24 hodin)
) y (max. 3 hodiny)
8°C <4 ANO ANO NE
11°C <4 ANO ANO NE
14 °C <4 ANO ANO NE
17 °C <4 ANO ANO NE
20°C <3 ANO ANO NE
20°C >3-<4 ANO NE NE
25 °C <25 ANO ANO NE
25 °C >2,5-<3 ANO NE NE
25°C >3 NE NE NE
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Tabulka 11. Doporuceni pro analyzu vzorkl na stanoveni psychrotrofnich mikroorganismu,
(kultivovanych pti 6,5 °C) pfi poruseni teploty béhem transportu (sloupec A) po dobu
uvedenou ve sloupci B

A B C D E
analyza vzorkli po analyza vzorku po
. , o svozu do .
- doba expozice analyza vzorku Y svozu do laboratore
teplota pfi . . laboratore a ., .
béhem transportu | ihned po svozu do ., . a uloZeni do lednice
transportu . N uloZeni do lednice Yoo
(max. 4 hodiny) laboratore o Y oo pfi 8 °C
pri teploté 8 °C (max 24 hodin)
(max. 3 hodiny)
8°C <4 ANO ANO ANO
11°C <4 ANO ANO ANO
14 °C <4 ANO ANO ANO
17 °C <4 ANO ANO ANO
20°C <3 ANO ANO ANO
20°C >3-<4 ANO ANO NE
25°C <3 ANO ANO ANO
25°C >3-<4 ANO ANO NE
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Tabulka 12. Doporuceni pro analyzu vzorkid na stanoveni psychrotrofnich mikroorganismu
(kultivovanych pti 21 °C) pfi poruSeni teploty béhem transportu (sloupec A) po dobu

uvedenou ve sloupci B

A B C D E
doba expozice , ] analyza vzork( pvo analyza vzork pvo
- Y analyza vzorkd | svozu do laboratofe a | svozu do laboratore a
teplota pfi béhem . " . o . . o
ihned po svozu | uloZeni do lednice pfi | uloZeni do lednice pfi
transportu transportu N . oo .
(max 4 hodiny) do laboratore teploté 8 °C 8°C
y (max. 3 hodiny) (max 24 hodin)
8°C <4 ANO ANO NE
11°C <4 ANO ANO NE
14 °C <3 ANO ANO NE
14 °C >3-<4 ANO NE NE
17 °C <3 ANO ANO NE
17 °C >3-<4 ANO NE NE
20°C <25 ANO ANO NE
20°C >2,5-<3 ANO NE NE
20°C >3 NE NE NE
25 °C <25 ANO ANO NE
25°C >2,5 NE NE NE
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Tabulka 13. Doporuceni pro analyzu vzorkl na stanoveni koliformnich bakterii pfi poruSeni
teploty béhem transportu (sloupec A) po dobu uvedenou ve sloupci B

A B C D E
analyza vzorkii po analyza vzorkl po
. , . svozu do N
- doba expozice analyza vzorku Y svozu do laboratore
teplota pfi v . laboratore a . .
béhem transportu | ihned po svozu do . . a uloZeni do lednice
transportu . N uloZeni do lednice v oo
(max. 4 hodiny) laboratore Y. v oo pri 8 °C
pri teploté 8 °C (max 24 hodin)
(max. 3 hodiny)

8°C <4 ANO ANO ANO

11°C <4 ANO ANO ANO

14 °C <3 ANO ANO ANO
14 °C >3-<4 ANO ANO NE

17 °C <1,5 ANO ANO ANO
17 °C >15-<3 ANO ANO NE
17 °C >3-<4 ANO NE NE

20°C <0,5 ANO ANO ANO
20 °C >0,5-<2 ANO ANO NE
20°C >2-<4 ANO NE NE
25°C <15 ANO ANO NE
25°C >1,5-<4 ANO NE NE
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Tabulka 14. Doporuceni pro analyzu vzorkl na stanoveni poctu S. aureus pii poruSeni
teploty béhem transportu (sloupec A) po dobu uvedenou ve sloupci B

A B C D E
doba expozice , ] analyza vzork( pcv> analyza vzork p?
- Y analyza vzorkd | svozu do laboratore | svozu do laboratore
teplota pfi béhem . . . . .
ihned po svozu | a uloZeni do lednice | a uloZeni do lednice
transportu transportu Y o Yoo v oo
(max 4 hodiny) do laboratore pfi teploté 8 °C pfi 8 °C
y (max. 3 hodiny) (max 24 hodin)
8°C <4 ANO ANO ANO
11°C <4 ANO ANO ANO
14 °C <4 ANO ANO ANO
17 °C <4 ANO ANO ANO
20°C <3 ANO ANO ANO
20°C >3-<4 ANO ANO NE
25°C <2 ANO ANO ANO
25°C >2-<3 ANO ANO NE
25°C >3-<4 ANO NE NE
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