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13.4.1991 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI L93/1

ROZHODNUTI KOMISE
ze dne 14. Gnora 1991,
kterym se stanovi nékteré metody analyzy a testovini syrového mléka a tepelné oSetfeného mléka

(91/180/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 85/397/EHS ze dne 5. srpna 1985
o hygienickych a veterindrnich otdzkich obchodu s tepelné
oSetfenym mlékem uvniti Spolecenstvi (!) naposledy pozméné-
nou smérnici 89/662/EHS (?), a zejména na ¢l. 10 odst. 2 uvedené
smérnice,

vzhledem k tomu, Ze

podle ¢l. 10 odst. 2 Komise stanovi metody analyzy a testovani,
které se maji pouzivat pro kontrolu dodrzovani norem pro syrové
mléko a tepelné osetfené mléko;

vzhledem k tomu, Ze pro syrové mléko je nezbytné stanovit
zejména metody pro stanoveni obsahu mikroorganisma, obsahu
bunék, bodu mrznut{ a p¥itomnosti antibiotik;

vzhledem k tomu, Ze pro pasterované mléko je nezbytné stanovit
zejména metody pro stanoveni nepiitomnosti patogent, poctu
koliformnich bakterii, obsahu mikroorganismt, nepfitomnosti
fosfatdzy, pfitomnosti peroxiddzy, nepiitomnosti antibiotik
a bodu mrznuti;

(1) UF. vést. L 226, 24.8.1985, 5. 13.
() Ut vést. L 395, 30.12.1989, s. 13.

vzhledem k tomu, Ze pro sterilizované mléko a UHT mléko je
nezbytné stanovit zejména metody pro stanoveni obsahu mikro-
organismu, nepiitomnosti antibiotik;

vzhledem k tomu, 7Ze z technickych divodd je vhodné nejprve
stanovit referen¢ni metody analyzy a testovani, které maji zajistit
dodrzovéni urc¢itych norem; Ze je zejména nezbytné pokracovat
v prosetfovani podminek, za kterych se pouzivaji rutinni metody
analyzy a testovani; Ze v oCekavani vysledkt téchto Setfeni dbaji
¢lenské stity na to, aby pro dodrzeni norem smérnice 85/397/ES
byly pouzity vhodné rutinni metody;

vzhledem k tomu, Ze stanoveni referen¢nich metod analyzy a tes-
tovéani zahrnuje i stanoveni postuptl analyzy a kriterif spolehli-
vosti pro zajisténi jednotného vykladu vysledka;

vzhledem k tomu, Ze opatieni tohoto rozhodnuti jsou v souladu
se stanoviskem Stdlého veterindrniho vyboru,

PRIJALA TOTO ROZHODNUT:

Cldnek 1

Referen¢ni postupy analyzy a testovani pro syrové mléko jsou
tyto:

— stanoven{ bodu mrznutf,

— stanoveni{ obsahu mikroorganisma p#i 30 °C,

— stanoveni obsahu somatickych bunék,

— detekce antibiotik a sulfonamidd.
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Cldnek 2

Referen¢ni postupy analyzy a testovani pro pasterované mléko
jsou tyto:

— stanoveni bodu mrznuti,

— stanoveni aktivity fosfatazy,

— stanoveni aktivity peroxidazy,

— stanoveni obsahu mikroorganisma pfi 30 °C,
— stanoveni obsahu mikroorganisma pfi 21 °C,

— stanoveni obsahu koliformnich bakterii — po¢itani kolonif pti
30 °C,

— detekce antibiotik a sulfonamidd,

— detekce patogennich mikroorganismi.

Cldnek 3

Referen¢ni postupy analyzy a testovani pro UHT mléko a sterili-
zované mléko jsou tyto:

— stanoveni bodu mrznuti,
— stanoveni obsahu mikroorganizma pfi 30 °C,

— detekce antibiotik a sulfonamidd.

Cldnek 4

Pouziti referen¢nich postupti analyzy a testovani, stanoveni
kritérii spolehlivosti a odbér vzorkli se musi provést podle
pravidel stanovenych v piiloze L.

Cldnek 5
Referenéni postupy analyzy a testovani uvedené v ¢lancich 1,2 a 3
jsou popsany v piiloze IL

Cldnek 6
Toto rozhodnuti bude pfezkoumdno do 31. prosince 1992, aby
se zohlednil vyvoj védeckych a technickych znalosti.

Cldnek 7

Toto rozhodnuti je uréeno ¢lenskym statam.

V Bruselu dne 14. Gnora 1991.

Za Komisi
Ray MAC SHARRY

clen Komise
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2.1

2.2

3.1

3.2

4.1

4.2

. OBECNA USTANOVEN{

Uvod
Obecnd ustanoveni se tykaji ¢inidel, pfistrojii a pomicek, vyjadieni vysledkd, kritérii spolehlivosti

a zprav o testovani. Piislusné orgdny clenskych stitti a laboratore povérené odbérem vzorkt a tes-
tovanim mléka musi dodrZovat tato ustanoveni.

Cinidla

Voda

Pokud neni stanoveno jinak, voda pouzitd k rozpousténi, fedéni nebo myti musi byt povinné voda des-
tilovand, deionizovand nebo demineralizovand alespor odpovidajici ¢istoty. Pro mikrobiologické ticely
musi byt bez latek, které mohou poskodit nebo jinak ovlivnit riist mikroorganisma za popsanych tes-
tovacich podminek.

X

,Rozpousténim“ nebo ,fedénim*“ (bez dalstho upfesnéni) se rozumi ,rozpousténi ve vodé“ nebo ,fedéni
vodou*.

Chemikdlie

Pokud nenf stanoveno jinak, vSechny pouzivané chemikdlie musi mit byt uznané analytické jakosti.

Pristroje a pomicky

Seznam piistrojii a pomiicek

Prislusny seznam piistroji a pomucek pro rtizné referenéni metody se tykd piistroji a pomtcek ke
zvlastnimu pouZiti a se zvlastni specifikaci.

Analytické vahy

,Analytickymi vahami“ se rozum{ vahy s pfesnosti vdzeni na 0,1 mg.

Vyjddfeni vysledki

Vysledky
Pokud nenf stanoveno jinak, vysledek uvedeny ve zpravé o testovani musi byt aritmetickym préimé-

rem dvou testd, které spliuji kritérium opakovatelnosti (5.1) pro pifslusnou metodu. KdyZ neni toto
kritérium opakovatelnosti splnéno, test se musi opakovat, jinak je vysledek neplatny.

Vypocet procentudlniho podilu

Pokud nenf stanoveno jinak, vysledek se vypocitd v procentech hmotnosti vzorku.

Kritéria spolehlivosti: opakovatelnost a reprodukovatelnost

Kritéria spolehlivosti uvedend pro kazdy postup jsou definovdna takto:

Opakovatelnost (r) je hodnota, pod kterou se nachdzi absolutni hodnota rozdilu mezi dvéma samostat-
nymi vysledky testu, které byly ziskdny stejnym postupem s identickym vyrobkem za stejnych pod-
minek (stejny pracovnik, stejny piistroj, stejnd laboratof, krdtké ¢asové obdobi).

Reprodukovatelnost (R) je hodnota, pod kterou lezi absolutni rozdil dvou vysledkii samostatnych testd,
ziskanych totoznym postupem s tymzZ testovacim materidlem za odlisnych podminek (riizni pracov-
nici, rizné piistroje, rizné laboratofe a/nebo rtizné doby).
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5.1.3

Pokud nenf stanoveno jinak, hodnoty pro kritéria opakovatelnosti a reprodukovatelnosti, uvddéné
v piislusnych odstavcich kazdého postupu, piedstavuji 95 % intervaly Grovné spolehlivosti podle defi-
nice ISO 5725, druhé vydani, 1986. Jsou vypocteny z vysledkt uznanych pokusti, provadénych ve spo-
lupraci, které se pouzivaji pro hodnoceni postupu. Pro nékteré postupy vsak tyto pokusy, provadéné
ve spolupraci, nebyly provedeny. V tom p¥ipadé byly hodnoty opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
odhadnuty.

Kruhové testy a nezbytné studie by mély byt naplanovany a uskute¢nény v souladu s mezindrodnimi
pokyny.

Zprava o testovani

Zpréva o testovani musi upFesnit pouZity postup a ziskané vysledky. Mimo jiné musi uvddét viechny
podrobnosti postupu, které nejsou upfesnény v metodé testu, nebo volitelné podrobnosti a viechny
okolnosti, které by mohly ovlivnit vysledky. Zprdva o testovdni obsahuje vSechny informace umoz-
fiujici dplnou identifikaci vzorku.
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3.1

3.2

4.1

II. ODBER VZORKU SYROVEHO A TEPELNE OSETRENEHO MLEKA

Pfedmét a oblast pouZiti
Tento postup popisuje referen¢ni postup pro odbér vzorki syrového a tepelné oSetfeného mléka.
Tento postup pro odbér vzorkdi, pieprava a skladovani vzorkd se pouziji pro syrové mléko dodané pro-

ducenty a pro syrové a tepelné oSetfené mléko skladované ve skladovacich a prepravnich nadrzich.

Postupy uvedené v bodech 2, 4.4, 5 a 6 se pouziji pro odbér vzorki tepelné o3etfeného mléka urce-
ného k pHmé spotiebé.

Obecné

Odbér vzorki syrového a tepelné osetfeného mléka obsazeného v konvich, nadrzich apod. provedou
povéteni zaméstnanci, ktef{ byli pfed odbérem vzorki vhodné vyskoleni.

Pokud to piislusné orgdny nebo testovaci laboratof povazuji za nezbytné, vyskoli zaméstnance
povétené odbérem vzorkd v metoddch odbérti, aby bylo jisté, Ze odebrané vzorky budou reprezenta-

tivni a v souladu s celou 3arZi.

Pokud to piislusné orgdny nebo testovaci laboratof povazuji za nezbytné, vyskoli zaméstnance
povétené odbérem vzorkd v oznacovani vzorkd, aby identifikace vzorkt byla jednozna¢nd.

Vybaveni pro odbér vzorki

Obecné tidaje

Vybaveni pro odbér vzork®i musi byt nejen zhotoveno z nerezové oceli nebo z jiného vhodného, dosta-
te¢né odolného materidlu, ale musi byt vyrobeno s ohledem na predpoklddané pouziti (promichéni,
odbér vzorki, atd.). Plunzry a michacky pro michani kapalin v nddobdch musi mit dostatecné velkou
plochu povrchu, aby bylo zajisténo dostate¢né promichdni vyrobku bez vzniku zluklé chuti. Nabé-
racky mus{ byt opatfeny pevnou, dostate¢né dlouhou rukojeti k nabirdni vzorkd z jakékoli hloubky
nadoby. Objem nabéracky musi byt alespon 50 ml.

Vzorkovnice a vicka musi byt sklenénd, kovova nebo z vhodného plastu.
Materidly pouzité pfi vyrobé vybaveni pro odbér vzorkd (véetné nadob a vicek) nesmi zptsobit tako-

vou zménu vzorku, kterd by ovlivnila vysledky testt. Vlastni materidl a nidoby na vzorky musi mit
disty, suchy, hladky povrch bez trhlin a musi mit zakulacené hrany.

Vybaveni pro odbér vzorkii pro mikrobiologické vySetteni
Vybaveni pro odbér vzorkii (véetné nddob) musi spliiovat ustanoveni bodu 3.1 a musi byt sterilni.
Pokud se pro po sobé jdouci odbéry vzorkd pouzije totéz vybaveni, musi byt po kazdém odbéru

vzorku vycisténo a sterilizovdno v souladu s pokyny nebo pozadavky, které stanovi testovaci labo-
ratof nebo pifsluiny orgdn, aby nedoslo k ovlivnéni vysledkd po sobé jdoucich vzorkd.

Technika odbéru vzorkd

Obecné tdaje

Bez ohledu na testy, které maji byt provedeny, mléko musi byt pied odbérem diikladné promichdno
bud ru¢né, nebo mechanicky.

Vzorek musi byt odebran ihned po promichani, kdyz je mléko jesté v pohybu.

Pokud se z nddrze odebird zéroven vice vzorkd mléka pro rizné testy, jako prvni musi byt odebrdn
vzorek pro mikrobiologické vysetfeni.

Objem vzorku musi odpovidat potfebdm testovdni. Objem pouzitych nddob musi byt takovy, aby byly
tyto nddoby téméF naplnény vzorkem a pfi tom bylo mozné dobfe promichat obsah pfed testovanim,
aniz by v3ak hrozilo nebezpe¢i stloukdni mdsla béhem piepravy.
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4.2

4.25.1

4.2.5.2

4.3

Ruéni odbér vzorkii

Odbér vzorkt z véder a konvi na mléko

K rychlému promichén{ pohybovat plunzrem ve védru nebo konvi nahoru a dol;, pficemz dbét na to,
aby se mléko fadné promichalo a aby se na hrdle konve nezachytila smetana. Vzorek, ktery je repre-
zentativni pro celou zdsilku, se odebere postupem podle bodu 4.2.4.

Odbér z chlazenych nddrzi na mléko v zemédélském podniku
Michat mléko mechanicky nebo ru¢né dokud neni dosazeno dostate¢né homogenity.

Pokud objem mléka neumoziiuje pouziti mechanické michacky, michat ru¢né.

Odbér vzorkid z misky vah

Je nezbytné, aby mléko bylo fadné promichané, kdyz se nalije do misky vah. Za tcelem zajisténi rov-
nomérného rozdéleni tuku mize byt nezbytné dalsi ru¢ni nebo mechanické michdni. Pokud objem
zasilky, z niZ se ma odebrat vzorek, piesdhne kapacitu misky vah, odebrat reprezentativni vzorek z celé
zasilky postupem podle bodu 4.2.4.

Odbér vzorkt z rozdélené Sarze

Kdyz je mnozstvi mléka, u néhoz se mé provést odbér vzorkd, rozdéleno do vice nddob, z kazdé
nddoby se odebere reprezentativni mnozstvi, pfi¢emz se zaznamend mnozstvi mléka pro kazdy vzor.
Pokud vzorky z kazdé nddoby nemusi byt oddélené testovdny, smichaji se jednotlivé ddvky téchto
reprezentativnich mnozstvi v poméru k mnozstvi, které se nachdzi v nddobg, ze které byl kazdy ze
vzorks odebrdn. Po promichdni se odebere jeden (vice) vzorek (vzorkd) z téchto pomérnych mnoz-
stvich.

Odbér vzorkt z velkych nddob — skladovaci nddrze, cisternové kamiony, cister-
nové vagoény

Pred odbérem vzorku se mléko vhodnym zpiisobem promichd.

K promichani obsahu velkych nddob, skladovacich nadrzi, cisternovych kamiont nebo cisternovych
vagond se doporucuje mechanické promichani (4.2.5.2).

Délka promichéni zdvisi na dobg, po kterou bylo mléko v klidu. Musi byt prokézno, Ze postup pro-
michani pouzity v kazdém z jednotlivych piipadi je vhodny pro potieby pldnovaného testovani. Ucin-
nost promichdni znacné ovliviiuje shodu vysledka testd provedenych na vzorcich odebranych bud
z riznych Casti Sarze, nebo v pravidelnych intervalech pfi vyprazdiovani mléka z nddob. Zptsob pro-
michdni mléka (syrového mléka nebo plnotu¢ného mléka) je Gcinny, pokud je rozdil obsahu tuku
u obou vzorkt odebranych za téchto podminek mensi nez 0,1 %.

Ve velké nddobé s vypoustécim otvorem ve spodni ¢dsti miiZze v misté vypousténi zlistat malé mnoz-
stvi mléka, které ani po promichdni neni reprezentativni pro cely obsah. Proto se upfednostiiuje odbér
vzorkd z prilezového otvoru. V piipadé odbéru vzorkd z vypoustéctho otvoru je tieba nechat vytéci
dostate¢né mnozstvi mléka, aby byla zajisténa reprezentativnost vzorkd.

Promichani obsahu velkych nddob nebo skladovacich nddrzi, cisternovych kamiond a cisternovych
vagénti je mozné provést:

— mechanickou michackou zabudovanou do nadoby a pohdnénou elektrickym motorem,

— vrtuli nebo michackou pohdnénou elektrickym motorem a umisténou v prilezovém otvoru;
michacka je ponofena v mléce,

— v piipadé cisternovych kamiond nebo cisternovych vagént recyklaci mléka v ohebné piepravni
hadici, kterd je napojena na pumpu a zavedena do prilezového otvoru,

— filtrovanym, stlacenym a Cistym vzduchem. Pouzije se minimdlni tlak a objem vzduchu, aby se
zabranilo vniku zluklé chuti.

Automaticky a poloautomaticky odbér vzorkii

Automatické a poloautomatické vybaveni pro odbér vzorkt syrového mléka dodaného producenty se
muze pouZit podle pokynti stanovenych testovaci laboratoif nebo jinym piislusnym organem.

Takové vybaveni musi byt pfed a béhem pouzivini podrobeno pravidelnym kontroldm, které pfedepise
odpovédny orgdn. Vhodnost postupt odbéru vzork musi byt ovéfena s cilem stanovit:
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4.4

— minimdln{ objem sebraného mléka, z néhoz musi byt odebran vzorek,
— pomér jakéhokoli prenosu (ktery souvisi s minimélnim objemem vzorku),
— schopnost poskytnout reprezentativni vzorek z Sarze po fddném promichdni.

Pro pouzivini automatického nebo poloautomatického vybaveni pro odbér vzorkd mize piislusny
odpovédny vnitrostdtn{ orgdn ptedepsat:

— minimdln{ objem mléka, ze kterého musi byt odebrany vzorky,

— minimélni objem vzorku,

— maximdlni{ pfenos,

— testovani, které miZe byt provedeno, nebo specidlni preventivni opatient, kterd je nutné p¥ijmout.

Odbér vzorkil tepelné oSetieného mléka urceného k primé lidské spotvebé a upraveného v maloobchodnich balenich

Pokud jde o tepelné oSetfené mléko urcené k piimé lidské spotiebé a upravené v maloobchodnich
balenich, vzorky se povinné sklddaji z neposkozenych, zapeceténych nddob. Vzorky musi byt ode-
brany béhem obchodni tipravy nebo z chladirenské mistnosti zafizeni pro osetfeni, a to, pokud je to
mozné, ihned po zpracovéni (v piipadé pasterovaného mléka v den pasterace).

Z kazdého druhu tepelné oetfeného mléka (pasterovaného, osetteného metodou UHT a sterilizova-
ného) se odebere takovy pocet vzorkd, aby odpovidal po¢tu vySetieni, kterd maji byt provedena, a to
podle pokynt poskytnutych testovaci laboratoti nebo podle pokynt jiného pfislusného organu.

Identifikace vzorku

Vzorek by mél byt oznacen identifikacnim kdédem, ktery umoziiuje jeho rychlou identifikaci podle
pokynti analytickych laboratofi nebo pfislusného organu (viz bod 2).

Preprava a skladovani vzorkd

Se souhlasem piislusného vnitrostatniho organu pfipravi testovaci laboratof pokyny tykajici se Ihiity
a podminek prepravy a skladovéni, které maji byt dodrzeny v dobé mezi odbérem vzorki jejich tes-
tovanim, a to na zakladé druhu mléka a testovéni, které ma byt pouzito.

Pokyny stanovi toto:

— béhem prepravy a skladoviéni je tieba dbét na to, aby vzorky nebyly vystaveny nezddoucimu zdpa-
chu a pfimému slune¢nimu svétlu. Je-li je nddoba pouzitd pro vzorek priisvitnd, musi byt skla-
dovéan ve tmé,

— vzorky syrového mléka ur¢ené pro mikrobiologické testovani musi byt pfepravovény a skladovany
pii teplotdch 0 °C az 4 °C. Doba mezi odbérem a testovdnim musi byt co nejkratsi a v zddném
pifpadé nesmi pfeséhnout 36 hodin. Pifslusny orgdn muzZe souhlasit, aby byla teplota skladovani
0 °C az 6 °C, neni-li doba mezi odbérem a testovanim delsi nez 24 hodin,

— vzorky pasterovaného mléka uréené pro mikrobiologické testovdni musi byt piepravovény a skla-
doviany pfi teplotdch 0 °C az 4 °C. Doba mezi odbérem a testovanim musi byt co nejkratsi a v zad-
ném piipadé nesmi pfesdhnout 24 hodin,

— jiné vzorky mléka nez vzorky syrového mléka a pasterovaného mléka urcené pro mikrobiologic-
kou analyzy musi byt skladovény v chladicim zafizen laboratofe a doba mezi odbérem vzorku
a analyzou musi byt co nejkratsi.

Specidlni preventivni opatfeni, kterd je nutné pfijmout pro nékteré testy, jsou uvedena v popisu riiz-
nych pouzitelnych postupt.
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4.1

4.1.1.1

4.1.1.2

L STANOVENI BODU MRZNUTI

Predmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referenéni postup pro stanoveni bodu mrznuti plnotu¢ného, polotu¢ného,
odstredéného, syrového, pasterovaného, UHT mléka nebo sterilizovaného mléka pomoci pfistroje
(termistorového kryoskopu), v némz je termostatem fizend lazen ochlazovana elektrickym chladicim
zafizenim a termistorovy snima¢ nahrazuje rtufovy teplomér.

K dispozici jsou dva typy piistroje. Prvni typ vyhleddvd maximdlni bod mrznuti na platé kfivky mrz-
nuti, kdezto druhy typ je z obchodnich divodu nastaven tak, Ze po zacatku mrznuti provadi ve sta-
novenou dobu odecet. Vzhledem k tomu, Ze se mohou lisit nejen kiivky bodu mrznuti rtiznych
druhti mléka, ale i kiivky bodu mrznuti mléka a standardnich roztokd pouzitych pro kalibraci, tento
referen¢ni postup vyZaduje pouziti ptistroji hledajicich platd. Pfistroje s pevné stanovenym casem
se mohou pouzivat v pfipadé rutinniho testovani.

Bod mrznuti Ize vyuzit pro odhad podilu pfimési cizi vody v mléce za ptedpokladu, zZe kyselost
vzorku neni vys$i nez 0,18 g kyseliny mlécéné na 100 ml (viz bod 7.4).

Definice

Bod mrznuti mléka: hodnota naméfend v souladu s popsanym postupem a vyjadiend ve stupnich
Celsia (°C).

Princip
Testovaci vzorek mléka se v zavislosti na piistroji podchladi na vhodnou teplotu a mechanickou vib-

raci se vyvold jeho krystalizace, kterd zptisobi, Ze teplota rychle stoupne az k platd, které odpovida
bodu mrznuti vzorku.

Pristroj se kalibruje takovym zptsobem, aby se stejnym postupem jako pro vzorky mléka ziskaly
piesné odecty pro dva standardni roztoky. Za téchto podminek platé uddvd bod mrznuti mléka
ve stupnich Celsia.

Pistroje a pomiicky ze skla

Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Kryoskop
Kryoskop se sklddd z termostatem Fzené chladici ldzng, termistorového snimace (polovodic¢ového

odporového teploméru) s pifslusnym obvodem, galvanometru nebo jiného odecitactho zafizen,
michacky na vzorky a zafizeni na vyvolani mrznuti, jakoZ i ze zkumavek na vzorky.

Chladici ldzen

Je mozné pouzit dva typy chladicf ldzné.

Imersni typ
Dobfte izolovand ldzen obsahujici vhodnou chladici kapalinu, kterd se michd tak, aby teplotni rozdil
mezi jakymikoli dvéma body v kapaliné nebyl vyssi nez 0,2 °C. Teplota kapaliny miize kolisat nej-

vyse v rozmezi * 0,5 °C od nomindlni hodnoty ur¢ené vyrobcem.

Je dtilezité, aby v 1dzni byla udrzovéna konstantni hladina kapaliny. Celd plocha zkumavky na vzorky
pod znackou objemu musi byt pokryta chladici kapalinou.

Cirkulacni typ

Kolem zkumavky na vzorky proudi nepfetrzity proud vhodné chladici kapaliny. Teplota kapaliny
muzZe kolisat nejvyse v rozmezi + 0,5 °C od nomindlni hodnoty urcené vyrobcem.

Vhodnou chladici kapalinou je 33 % (V/V) vodny roztok 1,2-ethandiolu (ethylenglykolu).
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4131

4.1.3.2

4133

Termistor a pfislusny obvod

Termistor se skldd4 ze sklenéné sondy o maximalnim praméru 1,80 £ 0,2 mm a o priméru vodice
maximélné 0,31 mm. Casov4 konstanta termistoru musf byt niz3f nez 2 sekundy a hodnota b (viz
pozndmka) musi byt vysokd. Pracovni napéti, proud a konstanta rozptylu musi byt takové, aby pii
- 0,512 °C teplota termistoru stoupla nad teplotu okoli maximalné o 0,0005 °C. Maximdln{ tole-
rance odporu muiize byt + 5 %.

Kdyz je sonda v kryoskopu v pracovni poloze, konec sklenéné kulicky se musi nachdzet v ose zku-

mavky na vzorky a v bodg, ktery je 44,6 * 0,1 mm pod hornim okrajem zkumavky (viz obrdzek na
strané 15). Je tieba dodat odstiedivku, aby se usnadnilo nastaveni sondy do této polohy.

Pozndmka:

B definuje termické vlastnosti termistoru podle vzorce

R 1 B
AT R T2
kde:

T je teplota ve stupnich Kelvina

R je odpor v ohmech pii teploté T,
R 1

— —x— teplotni koeficient
TR

B je konstanta, kterd zavisi na materidlu pouzitém pfi vyrobé¢ termistoru. V bézné praxi se dopo-
rucuje hodnota vyssi nez 3 000.
Métici a odecitaci zafizeni
Princip méeni

Pouzity piistroj pracuje na principu vyhleddvani prvniho platé na kiivce bodu mrznuti. Platd je ¢dst
kiivky, kde teplota ziistane konstantni s piesnosti na = 0,002 °C po dobu nejméné 20 sekund.

Rucni obsluha

Odpor termistoru se vyrovndva Wheatstoneovym miistkem nebo podobnym zaf{zenim pomoci nej-
lepsich konstantnich odport, jejichz maximadlni tolerance je £ 10 % a jejichz teplotni koeficient neni
vyssi nez 2x107 °C

Proménny (vyrovndvaci) odpor se nesmi odchylit od linearity v celém rozsahu o vice nez 0 0,3 %
své maximdlni hodnoty.

Pro tcely kalibrace musi byt mozné odpory upravit.

Meéfici stupnice je rozdélena dilky po maximalné 0,001 °C.

Automaticky provoz

Odecitaci zafizeni musi umoznit rozliSeni na nejméné 0,01 °C v rozmezi od 0 °C do -1 °C.

Stabilita odecitactho zafizeni a jeho pfislusného obvodu musi byt takovd, aby odchylka dvou po sobé
nésledujicich odecti téze teploty nebyla vyssi nez 0,001 °C.

Linearita obvodu musi byt takovd, aby pfi spravné obsluze pfistroje nevznikla v Zidném bodé roz-
mezi od — 0,400 °C do - 0,600 °C vétsi chyba nez + 0,001 °C.

Michacka

Pro michdni testovactho vzorku se pouzije kovovy drit o priméru 1 az 1,5 mm, ktery nereaguje
s mlékem,.

Michacka by méla byt nastavena na rozkmit a umisténa vertikdlné tak, aby jeji spodni konec byl na
drovni hrotu sondy termistoru. P¥pustnd tolerance je asi 1,5 mm nad ¢i pod touto polohou.

Michacka vibruje bo¢né s dostate¢nym rozkmitem uréenym vyrobce (nejméné + 1,5 mm), aby byla
zajisténa jednotnd teplota testovaciho vzorku béhem stanoveni. Béhem michdni se michacka nesmi
v Zadném okamziku dotknout sondy termistoru nebo stény zkumavky.
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4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

Zatizeni na vyvoldni mrznut{

Muze to byt jakékoli zaiizeni, které po uvedeni do ¢innosti okamzité vyvold mrznuti vzorku, aby
teplota tohoto testovactho vzorku stoupla k bodu mrznuti. K tomu déelu lze pouzit michacku; jed-
nim postupem je zvétSeni rozkmitu vibraci na jednu az dvé sekundy tak, aby se michacka dotykala
stény zkumavky na vzorky.

Zkumavky na vzorky

Zkumavky na vzorky (viz obrdzek 1) jsou sklenéné a 50,8 + 0,1 mm dlouhé; vnéjsi pramér je

16,0 £ 0,1 mm a vnitini primér je 13,5 + 0,1 mm. Tloustka skla zkumavky se nesmi lisit o vice nez
0,1 mm.

Zkumavky mus{ mit znacku objemu vzdédlenou od horniho okraje 29,8 mm (21 mm nad dnem zku-
mavky), kterd uvad{ objem vzorku 2,5 £ 0,1 mm.
Zdroj elekttiny

Zdroj napéti musi byt stabilizovan bud uvnitf nebo vné piistroje tak, aby pFipadnd kolisdni
nepiekracovala £ 1 % nomindlni hodnoty, kdyz hlavni zdroj kolisd o + 6 %.

Analytické vihy
Odmérmé bariky o objemu 1 000 ml, t¥ida A.
Susdrna, dobfe odvétrand, nastavitelnd na 130 = 1 °C

nebo

Elektrickd pec, odvétrand, nastavitelnd na 300 + 25 °C.

Exsikdtor

Cinidla
Voda destilovand v borosilikdtovém skle, pfevafend a zchlazend na 20 + 2 °C, ve zkumavce absor-
bujici oxid uhlicity.

Chlorid sodny, Cistoty p.a., jemné mlety, suSeny 5 hodin pfi teploté 300 * 25 °C v elektrické peci nebo
nejméné 24 hodin pii teploté 130 = 1 °C v susdrné a zchlazeny na pokojovou teplotu v t¢inném
exsikdtoru.

Priprava standardnich roztokii

Navézit odpovidajici mnozstvi (viz tabulka 1) suchého chloridu sodného (5.2) do vdzenky. Rozpustit
v destilované vodé (5.1), kvantitativné pfelit roztok do odmérné banky o objemu 1 000 ml a doplnit
po znacku vodou o teploté 20 * 2 °C.

Skladovat roztoky nejdéle dva mésice pfi asi 5 °C v dobfe uzavienych polyethylenovych lahvich
o maximdlnim objemu 250 ml.

Bod mrznuti roztoki chloridu sodného pfi 20 °C

g NaCl/l °C
6,859 - 0,408
7,818 - 0,464
8,149 - 0,483
8,314 - 0,492
8,480 0,502
8,646 0,512
8,811 0,521
8,977 0,531
9,143 -0,541
10,155 -0,600
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

Pred pouzitim se standardni roztok opatrné promichd protiepadnim a nékolikerym otocenim léhve.
Nikdy neprotepdvat standardni roztok tak prudce, aby se do roztoku ptimichal vzduch.

Vzorky standardniho roztoku se z ldhve vyliji do suché a ¢isté kadinky. Nikdy nepouzivat pipety.

Nepouzivat roztoky z lahvi, které byly ze tif ¢tvrtin prazdné, a nepouzivat roztoky starsi dvou mésict,
pokud neobsahuji fungicid (napiiklad roztok thiomersalu 10 g/l).

Kalibrace termistorového kryoskopu

Kryoskop musi byt nastaven tak, aby se okolni teplota nelisila o vice nez 1 °C od teploty, pii niZ se
provadi kalibrace. Kryoskop nesmi byt vystaven slune¢nimu svétlu, pravanu nebo pokojovym tep-
lotdm vys$s$im nez 26-27 °C.

Ujistit se, Ze kryoskop funguje podle pokynii vyrobce a Ze byl zapnut nejméné 12 hodin pred kalib-
raci. Zkontrolovat polohu sondy, rozkmit vibraci michacky a teplotu chladicich kapalin.

Vybrat dva standardni roztoky (viz tabulka vy3e), jejichz bod mrznuti je tésné nad nebo tésné pod
o¢ekavanou hodnotou bodu mrznut{ vzorki mléka k testovani. Rozdil mezi body mrznuti obou roz-
tokd by nejlépe nemél byt vyssi nez — 0,100 °C.

(U nékterych typt v soucasné dobé dostupnych kryoskopt je prislusny obvod termistoru sestaven
tak, Ze se ustdli na dané hodnoté bodu mrznuti v rdmci rozsahu méficiho zafizeni. V téchto pfipadech
vybér jednoho standardniho roztoku, ktery mé tento bod mrznuti, jako jednoho z kalibra¢nich roz-
tokd usnadnuje kalibra¢ni postup; vyrobce musi tuto hodnotu uvést).

Pomoci pipety pfidat 2,5 £ 0,1 ml jednoho standardniho roztoku do suché a ¢isté zkumavky na
vzorky, poté méfit pomoci kryoskopu.

Pozndmka:

Zkumavky na vzorky pouzivané pfi kalibraci jsou vyrobeny a osetfeny jako zkumavky pouzivané na
vzorky mléka (stejny druh skla, umyté a oplachnuté demineralizovanou vodou). Teploty standard-
nich roztokd jsou stejné jako teploty vzorka mléka.

Podle pokynti vyrobce provadét kontroly kalibrace, dokud odecet z kryoskopu nebude roven bodu
mrznuti standardniho roztoku. Opakovat tento postup s druhym standardnim roztokem a stiidavé
ho provadét takovym zplisobem, dokud po sobé ndsledujici odecty pro kazdy roztok nevykazuji
spravné hodnoty bodu mrznuti kazdého z nich, aniz by byla nutnd dodate¢né nastaveni. Kryoskop je
tedy pfipraven k pouziti a pfimo ukazuje bod mrznuti vzorku mléka, aniz by byla nutnd jakdkoli
tprava.

Pfiprava testovaciho vzorku

Pokud to je nezbytné skladovat vzorky pii teploté mezi 0 °C a 5 °C.

Pokud to je nezbytné filtraci odstranit vSechna viditelnd cizi téliska nebo tuhy mléény tuk ve vzorku
do cisté a suché nddoby a vzorek opatrné promichat. Pokud se pouzije filtr, nesmi reagovat s mlékem
a musi byt G¢inny za laboratorni teploty.

Mléko mize byt testovdno pii skladovaci teploté (mezi 0 a 5 °C) nebo je mozné ho ohfat na labo-
ratorn{ teplotu bezprostfedné pfed zahdjenim testovani. Je viak nezbytné dbét na to, aby standardni
roztoky a vzorky mléka mély pfi pouziti stejnou teplotu.

Stanovit titra¢ni kyselost mléka, pokud mozno soucasné se stanovenim bodu mrznuti. Vzorky, jejichz
kyselost pfesahuje 0,18 g kyseliny mlééné na 100 ml mléka, nemohou byt vysetfovany.

UHT mléko a sterilizované mléko musf stdt nejméné 20 minut pred vysetfenim v oteviené nddobeé.
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8.1

8.2

8.3

8.4

Postup

Predbézné kontroly

Zkontrolovat, zda hladina a teplota chladici kapaliny jsou v souladu s pokyny vyrobce, ptipadné zda
se sonda termistoru nachdz{ v prazdné zkumavce na vzorky. Zapnout kryoskop a ujistit se, zda se
chladici kapalina sprévné michd nebo pohybuje. Pokud byl kryoskop zapnut alesponn 12 hodin,
zkontrolovat teplotu chladici kapaliny, polohu michacky a vibra¢ni rozkmit jeho vibraci.

Rutinni kontrola kalibrace

Pred kazdou sérif testt méfit bod mrznuti standardniho roztoku chloridu sodného (napiiklad roztok
s bodem mrznuti — 0,512 °C), dokud se hodnoty ziskané pfi dvou po sobé ndsledujicich méfenich
nebudou lisit o vice nez 0,001 °C. Pokud se pramér téchto hodnot lisi od bodu mrznuti standard-
niho roztoku o vice nez 0,002 °C, kryoskop se znovu kalibrujte, jak je popsdno v bodé 6.

Pokud se kryoskop pouzivd nepietrzité, rutinni kontrola kalibrace se provddi nejméné jednou za
hodinu, pficemz se zohledni pokyny vyrobce.

Stanoveni bodu mrznuti mléka

Promichat ldhev se vzorkem mléka opatrnym protiepdinim a nékolikerym otdcenim. Nikdy
neprotiepavat standardni roztok tak prudce, aby se do roztoku pfimichal vzduch.

Pomoci pipety pfidat 2,5 + 0,1 ml mléka do suché a ¢isté zkumavky na vzorky. Ujistit se, Ze jsou
sonda a michacka ¢isté a suché, pokud je to nezbytné opatrné je otfit smérem odspoda nahoru jem-
nou, ¢istou a chlupy nepoustéjici latkou.

Vlozit zkumavku se vzorkem do kalibrovaného kryoskopu podle pokynti vyrobce. Mléko se zchladi
a mrznuti se vyvold pfi teploté urcené vyrobcem s ptesnosti na 0,1 °C.

(U nékterych automatickych piistroju je mozné odecist tuto teplotu z digitdlntho ukazatele; u ruc-
nich pfistrojii se nezbytné presnosti dosahne tim, Ze se zajisti, aby mrznuti zacalo, kdyz se rucicka
nebo nitka galvanometru kryje s pfislusnou znackou.)

Pokud z jakéhokoli divodu mrznuti zacne diive nebo pozdéji, nez je dosazeno stanoveného teplot-
niho rozmezi, testovani se ukondi a zopakuje se s jinym vzorkem mléka. Pokud tento druhy vzorek
rovnéZz ztuhne pfed dosaZenim stanovené teploty, alikvotni ddvka vzorku se zahfeje na 45 °C
a 5 minut se udrZuje na této teploté, aby se rozpustil krystalicky tuk.

Poté zchladit vzorek na testovaci teplotu a thned provést testovani. Teplota mléka po zacdtku mrz-
nuti rychle stoupne az na hodnotu, kterd ziistane po ur¢itou dobu konstantni, a poté klesne. Bod mrz-
nuti odpovidd maximélni teploté dosazené béhem této doby a tuto hodnotu je nutné zaznamenat.

Pozndmka:

Doba, po kterou teplota zistdva konstantni, a asovy interval mezi zac¢dtkem mrznuti a dosaZenim
maximdlni teploty, se li3i vzorek od vzorku a pro vodu a standardni roztoky chloridu sodného jsou
podstatné kratsi nez pro mléko. Je nezbytné zaznamenat maximdlni teplotu.

Kdyz je méfeni uspokojivé provedeno, vyjmout zkumavku, oplichnout ji vodou a otfit sondu
a michacku smérem odspoda nahoru jemnou, ¢istou a chlupy nepoustéjici litkou a provést druhé sta-
noveni u jiného vzorku mléka.

Pokud je rozdil mezi naméfenymi body mrznuti véti nez hodnota opakovatelnosti (0,004 °C), pro-
vést druhé stanoveni u jiného vzorku. Pokud jsou hodnoty obou stanoveni shodné na 0,004 °C, zapisi
se a pouziji se pro vypocet kone¢ného vysledku.

Chlazeni sondy

Po pouziti pfistroje uloZit prazdnou zkumavku na vzorky na misto pro vzorky a sniZit provozni tep-
lotu, aby sonda ztstala v chladu.

(U nékterych typa kryoskopu to neni mozné; v takovych piipadech je nezbytné se ujistit, zda je sonda
pied zacitkem méfeni fadné zchlazena, napiiklad provadénim nékolika slepych stanoventi, dokud se
neziskaji shodné tdaje.)
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9. Vyjddfeni vysledki

9.1 Vyipocet

Pokud je po provedeni rutinni kontroly kalibrace kalibrace potvrzena, za vysledek se povazuje prii-
mér obou dvou piijatelnych hodnot ziskanych pro bod mrznuti, zaokrouhleny na tfi desetinnd mista.

Pokud soucet obou dvou piijatelnych hodnot stanoveni provedenych duplicitné je liché ¢islo, je tieba
pramér zaokrouhlit na nejblizsi sudou hodnotu, jak ukazuje tento piiklad:

Bod mrznuti (°C)

Hodnoty duplicitniho stanoveni Primér
- 0,544 - 0,545 - 0,544
- 0,545 - 0,546 - 0,546

9.2 Spolehlivost
9.2.1 Opakovatelnost (r): 0,004 °C

9.2.2 Reprodukovatelnost (R): 0,006 °C
Obrdzek 1

Schéma termistorového kryoskopu 4.1 (poloha zkumavky na vzorky vzhledem ke sklenéné kulicce termistoru a michacce)

Vteteno
F - T e e A S —————
\ / 4
Zkumavka 12 VZOIKY - emssemesmell)-
S
+H
= -]
=
>y
‘ Michadlo
=
Sklenénd kulicka <) 1

13,5+0,1 l

16+0,1

¢ —»

Vsechny rozméry jsou v milimetrech
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2.1

2.2

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

L. STANOVENI AKTIVITY FOSFATAZY

Predmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referencni postup pro stanoveni aktivity fosfatdzy v pasterovaném mléce.

Definice

Aktivita fosfatdzy je mira aktivni alkalické fosfatdzy pitomné ve vyrobku. Je vyjadiena mnozstvim
fenolu v pg na 1 ml pasterovaného mléka za popsanych podminek.

Aktivita fosfatdzy mléka je negativni, pokud je niZ$i nez 4 mg fenolu na 1 ml.

Princip

Aktivita fosfatizy ve vzorku uvolni fenol z pfidaného fenylfosfitu dvojsodného. Uvolnény fenol rea-
guje s dibromchinonchlorimidem a vznikne dibromindofenolu (namodralé barvy), ktery se kolori-

Cinidla

Tlumivy roztok boritanu a hydroxidu barnatého

Rozpustit ve vodé 50,0 g hydroxidu barnatého (oktahydratu) [Ba(OH),.8H,0] a doplnit na 1 000 ml.
Rozpustit ve vodé 22,0 g kyseliny borité (H;BO;) a doplnit na 1 000 ml.

Zahiat 500 ml kazdého roztoku na 50 °C, oba roztoky smichat, promichat, rychle zchladit asi na
20 °C, v pi{padé nutnosti upravit hodnotu pH na 10,6 + 0,1 pfiddnim roztoku 4.1.1 nebo 4.1.2.
Piefiltrovat. Skladovat roztok ve vzduchotésné uzaviené nddobé.

Pred pouzitim zfedit roztok stejnym objemem vody.

Tlumivy roztok pro vyvoldni zabarveni

Rozpustit ve vodé 6,0 g methaboritanu sodného (NaBO,) nebo 12,6 g NaBO,.4H,0 a 20,0 g chloridu
sodného (NaCl) a doplnit na 1 000 ml.

Tlumivy roztok pro zfedéni vzniklého zabarveni

Ziedit 10 ml tlumivého roztoku pro vyvolani zabarveni (4.2) vodou na 100 ml.

Roztok substrdtu

Rozpustit 0,1 g fenylfosfit dvojsodny bezvody, prosty fenolu, ve 100 ml tlumivého roztoku (4.1.3)
nebo 0,5 g fenylfosfitu dvojsodného ve 4,5 ml tlumivého roztoku pro vyvoldni zabarveni (4.2),
pfidat dvé kapky roztoku BQC (4.6) a nechat stat 30 minut pfi pokojové teploté. Vzniklé zabarveni
extrahovat 2,5 ml n-butanolu a nechat stat, dokud se butanol-1 neoddéli. Oddélit a odstranit
nutanol-1. V pfipadé nutnosti se extrakce opakuje.

Roztok je mozné skladovat v chladni¢ce nékolik dni; pfed pouzitim vyvolat zabarveni a provést
novou extrakei. Tlumivy substrdt pfipravit bezprostfedné pfed pouzitim, a to zfedénim 1 ml tohoto
roztoku ve 100 ml roztoku boritanu a hydroxidu barnatého (4.1.3).

SraZenina zinek-meéd’

Rozpustit ve vodé 3,0 g siranu zine¢natého (ZnSO, - 7H,0) a 0,6 g siranu médnatého (CuSO, -
5H,0) a doplnit na 100 ml.

Roztok 2,6-dibromchinonchlorimidu (roztok BQC)

Rozpustit v 10 ml 96 % (V|V) ethanolu 40 + 1 mg 2,6-dibromchinonchlorimidu (BQC)
(CeH,Br,CINO).
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4.7

4.8

4.8.1

4.8.2

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

6.1

6.1.1

6.2

6.3

6.3.1

Skladovat v tmavé 1dhvi v chladnicce. Vyhodit roztok, pokud zméni barvu nebo je star$i nez jeden
mésic.

Roztok siranu médnatého (II)
Rozpustit ve vodé 0,05 g siranu médnatého (CuSO,.5H,0) a doplnit na 100 ml.
Standardni roztok fenolu

Navdzit 200 * 2 mg ¢istého bezvodého fenolu a prelit do odmérné banky o objemu 100 ml, pridat
vodu, promichat a doplnit na 100 ml. Tento roztok mizZe byt skladovan v chladni¢ce nékolik mésica.

Ztedit vodou 10 ml zdsobniho roztoku, doplnit na 100 ml a promichat. 1 ml obsahuje 200 pg
fenolu.

Piistroje a pomiicky ze skla

Pozndmky:

a) Veskeré pomicky ze skla, jakoz i zdtky a pfistroje pro odbér vzorkd musi byt peclivé vycistény.
Doporucuje se oplachovéni Cerstvé pievafenou destilovanou vodou nebo ¢isténi parou.

b) Neékteré typy plastovych zdtek mohou zptisobit kontaminaci fenolt a jejich pouzivani je zakdzané.
Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Analytické vahy

Vodni ldzefi nastavitelnd na 37 £ 1 °C.

Spektrofotometr vhodny pro odecty na vlnové délce 610 nm.

Zkumavky, 16 nebo 18 x 150 mm, nejlépe odstupiiované po 5 mla 10 ml.

Pipety

Sklenéné ndlevky vhodné velikosti, napf. o priméru 5 cm.

Sklddané filtry o priiméru nejméné 9 cm pro stiedni rychlost filtrace.

Odmérmé bariky pro piipravu standardnich roztokd.

Postup

Pozndmky:
a) Béhem stanoveni zabranit vlivu pfimého sluneéntho svétla.

b) Stopy slin nebo potu mohou zptsobit falesné pozitivni vysledky a je nutné se jim vyhnout. Je proto
tieba vénovat zvlastni pozornost pipetovani.

Piiprava testovaciho vzorku

Testovéni provést ihned po odbéru vzorkt. V opaéném piipadé skladovat vzorek v chladnicce, avsak
ne déle nez dva dny.

Testovaci vzorek

Pomoci pipety vlozit 1 ml vzorku do kazdé ze dvou zkumavek (5.4), jednu zkumavku pouzit jako
kontrolni nebo slepy pokus.

Stanoveni

Slepy vzorek zahfivat dvé minuty ve vrouci vod¢; zkumavku a kddinku s vrouci vodou zakryt hliniko-
vou folif, aby se prohtéla celd zkumavka. Rychle zchladit na pokojovou teplotu.

Po zbytek postupu osetfovat slepy a testovaci vzorek stejnym zptsobem. Pfidat 10 ml roztoku sub-
stratu (4.4) a promichat.
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6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3
6.4.4

6.4.5

7.2
7.2.1

7.2.2

Vzorky ihned inkubovat 60 minut ve vodni ldzni (5.2) a ob¢as (nejméné ¢tyfikrat) promichat jejich

obsah.
Stejné jako v bodé 6.3.1 zahfivat dvé minuty ve vrouci vodé. Rychle zchladit na pokojovou teplotu.
Do kazdé zkumavky pfidat 1 ml sraZeniny zinek-méd (4.5) a fddné promichat.

Prefiltrovat pfes suchy filtra¢ni papir, vylit prvni dva mililitry a v piipadé nutnosti filtrovat znovu,
dokud nen{ filtrdt dokonale ¢iry; shromdzdit 5 ml ve zkumavece.

Pfidat 5 ml tlumivého roztoku pro vyvoldni zabarveni (4.2).

Pridat 0,1 ml roztoku BQC (4,6), promichat a 30 minut nechat vyvijet zabarveni pfi pokojové tep-
loté.

V porovnani s kontrolnim nebo slepym pokusem zméfit absorbanci pii vinové délce 610 nm.

Pokud absorbance naméfend v bodé 6.3.9 pfevysuje absorbanci standardniho roztoku obsahujictho
20 pg fenolu na zkumavku podle bodu 6.4.4, opakovat stanoveni pfi vhodném zfedéni vzorku.
PFipravit zfedéni smichdnim objemu testovactho vzorku s vhodnym objemem ¢dsti téhoz testovaciho
vzorku, ktery se opatrné uvede do varu, aby se inaktivovala fosfatdza.

Sestrojent kalibracni kiivky

Na zdklad¢ standardniho roztoku fenolu (4.8.2) pFipravit vyhovujici fadu zfedénych standardnich
roztokd obsahujicich 0 (kontrolni nebo slepy pokus), 2, 5, 10 a 20 pg fenolu na mililitr. Do kazdé
z péti zkumavek vlozit pomoci pipety 1 ml vody a 1 ml téchto standardnich roztokd fenolu.

Do kazdé zkumavky pfidat 1 ml roztoku siranu médnatého (4.7), 5 ml tlumivého roztoku pro
zfedéni vzniklého zabarveni (4.3), 3 ml vody a 0,1 ml roztoku BQC (4.6); promichat.

Nechat vyvijet zabarveni 30 minut pfi pokojové teploté.
V porovndni s kontrolnim nebo slepym pokusem zméFit absorbanci pfi vinové délce 610 nm.

Na zdkladé hodnot absorbance (6.4.4) ziskanych pro kazdé mnozstvi pfidaného fenolu (6.4.1)
vypocitat regresni pifmku metodou nejmensich ¢tverca.

Vyjddfeni vysledki
Vypocet a vzorec
Na zdklad¢ hodnot absorbance (6.3.9) vypocitat mnozstvi fenolu pomoci regresni piimky (6.4.5).

Vypocitat aktivitu fosfatdzy vyjadienou v pg fenolu na mililitr pasterovaného mléka podle tohoto
vzorce:

Aktivita fosfatdzy = 2,4 x A x D

kde
A je mnozstvi fenolu v pg ziskané podle bodu 7.1.1;

D je faktor zfedéni pro zfedéni provedené podle bodu 6.3.10 (v pfipadé zddného zfedéni D = 1).
2,4 je faktor zfedéni (5/12 z 1 ml testovactho vzorku) — viz 6.2 ve spojitosti s 6.3.2, 6.3.5 a 6.3.6.
Spolehlivost

Opakovatelnost (r): 2 pg fenolu/ml.

Reprodukovatelnost (R): 3 (predbézné) pg fenolu/ml.

Pokud se ziedéni provede podle 6.3.10, limity uvedené v 7.2.1 a 7.2.2 se tykaji vysledki ziskanych
ze zfedéného vzorku.
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4.1

4.2

5.1

5.2

5.3

5.4

. STANOVENI AKTIVITY PEROXIDAZY

Pfedmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referencni postup pro stanoveni pfitomnosti nebo nepfitomnosti enzymu
peroxiddzy v mléce, ktery slouZi ke kontrole pasterace.

Definice

Pozitivni reakce na peroxiddzu:

Pokud je mléko fddné pasterovdno, do 30 sekund po promichéni se objevi modré zabarveni.

Negativni reakce na peroxiddzu:

Do 30 sekund po promichdni se neobjevi zidné zabarveni.

Princip

Peroxiddza rozkladd peroxid vodiku. Uvolnény atomicky kyslik oxiduje bezbarvy parafenylendiamin
na purpurovy indofenol (Storchiiv test). Intenzita zabarven{ je pffmo imérnd koncentraci enzymu.

Cinidla

Roztok 1,4 fenylendiaminu

Rozpustit v teplé vodé (50 °C) 2 g 1,4 fenylendiaminu (C¢HgN,) a doplnit na 100 ml. Roztok skla-
dovat v chladu a temnu, v tmavé hnédé lahvi se sklenénou zatkou. Béhem jednoho az dvou dni po

piipraveni roztok 1,4 fenylendiaminu vytvoii usazeninu, kterou je vhodné odstranit.

Roztok peroxidu vodiku

Vodou zfedit 9 ml 30 % peroxidu vodiku a doplnit na 100 ml. Pro stabilizaci pfidat 1 ml koncent-
rované kyseliny sirové na litr roztoku.

Roztok peroxidu vodiku je staly asi jeden mésic, pokud je skladovédn v chladu a temnu, v 1ahvi se skle-
nénou zatkou, kterd zabran{ jakémukoli styku s organickymi latkami.

Postup

Dét 5 ml vzorku mléka do ¢isté zkumavky s vhodnym vickem.

Pridat 5 ml roztoku 1,4 fenylendiaminu (4.1).

Pridat 2 kapky roztoku peroxidu vodiku (4.2).

30 sekund po promichdni sledovat zabarveni. Pokud se modré zabaveni objevi vice nez 30 sekund
po pfidani ¢inidel, reakce nenf specificka.
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IV. STANOVENI OBSAHU MIKROORGANISMU
PRI 30 °C

Predmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referencni postup pro stanoveni obsahu mikroorganismi technikou pocitani
kolonif pfi 30 °C. Postup se pouzije pro syrové mléko, pasterované mléko, UHT mléko nebo steri-
lizované mléko, které bylo 15 dni preinkubovéno pii 30 °C.

Definice

,Mikroorganismy* se rozuméji organismy, které vytvéieji pocitatelné kolonie po aerobni inkubaci za
popsanych podminek.

Princip

Smichat stanoveny objem vzorku mléka s kultivaénim médiem v Petriho miskédch a nechat inkubo-
vat 72 hodin pfi 30 °C. Spocitat kolonie a vypocitat pocet mikroorganismi na 1 ml syrového nebo
pasterovaného mléka nebo na 0,1 ml preinkubovaného sterilizovaného mléka nebo UHT mléka.

Pistroje a pomiicky ze skla

Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Pristroje

Horkovzdu$na su$drna, nastavitelnd na 170 az 175 °C.

Autokldv, nastavitelny na 121 + 1 °C.

Inkubdtor, schopny udrzovat teplotu 30 £ 1 °C.

pH-metr se zafizenim pro kompenzaci teploty, pfesny na + 0,1 jednotky pH.
Vodni ldzen, nastavitelnd na 45 + 1 °C.

Zvétsovaci sklo, zvétseni 2 — 4x.

Zvétsovaci sklo, zvétseni 8 — 10x.

Mechanické pocitadlo

Michacka schopnd smichat 1 ml vzorku mléka nebo desetinného fedéni s 9 ml fediciho roztoku
a pracujici na principu excentrické rotace obsahu zkumavky.

Pomiicky ze skla

Zkumavky s vhodnymi uzdvéry a dostatecnym objemem, s dostatecnym prostorem k promichani
10 ml primérniho fedéni nebo dalsich desetinnych fedéni.

Bariky o objemu 150 az 250 ml nebo zkumavky o objemu 20 ml pro skladovéni kultivacniho
média.

Pipety (utésnéné vatou), sklenéné nebo ze sterilniho syntetického materidlu, s neposkozenym hro-
tem, o nominalnim objemu 1 ml, s vypustnim otvorem o priméru 1,75 az 3 mm.

Petriho misky z ¢irého, bezbarvého skla nebo sterilniho syntetického materidlu, dno misek mé
vnitfni promér asi 90 az 100 mm. Vnitfn{ hloubka misek by méla byt nejméné 10 mm. Dno nesmi
mit zddné nerovnosti, které by brénily pocitini kolonii.

Sterilizace pomucek ze skla:
Pomiicky ze skla se sterilizuji jednim z téchto postupt:
a) v horkovzdu$né susdrné (4.1.1), nejméné jednu hodinu pii teploté 170-175 °C;

b) v autokldvu (4.1.2), nejméné 20 minut pii teploté 121 + 1 °C.
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5.1

5.2

5.3

6.1

Pfi pouziti autokldvu je nutné dbat na to, aby bylo zajisténo dostate¢né proniknuti pary: pokud se
materidl sterilizuje v nddobdch, tyto nddoby by nemély byt napevno uzavieny, uzdvéry nebo vicka
by mély byt volné.

Pomiicky ze skla sterilizované v autokldvech by se mély vysusit odvétranim pary.

Pipety musi byt sterilizovany v horkovzdusné susdrné (4.1.1).

Kultivaéni médium — agar se suSenym mlékem

SloZeni:

Kvasnicovy extrakt 25g

Trypton 50¢g

D-glukéza (+) nebo dextréza 1,0 g

Susené odstfedéné mléko 10¢g

Agar 10-15 g podle Zelirovacich vlastnosti agaru
Voda 1000 ml

Susené odstiedéné mléko by nemélo obsahovat zadné inhibi¢ni litky. Toto se ovéF{ srovndvacimi
testy se suSenym odstfedénym mlékem, které prikazné zddné inhibi¢ni latky neobsahuje.

Priprava:

V tomto pofadi suspendovat a rozpustit ve vod¢ kvasnicovy extrakt, trypton, glukézu a nakonec
susené odstfedéné mléko. Ohfev suspenze usnadiiuje postup. Poté piidat agar a za stdlého michani
uvést do varu, dokud se agar zcela nerozpusti, nebo zahffvat v pafe asi 30 minut.

Pokud to je nezbytné, prefiltrovat ptes papir.

Zkontrolovat pH pomoci pH-metru (4.1.4); pokud to je nezbytné, upravit pH, roztokem (nejméné
0,1 mol/l) hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po sterilizaci byla jeho hodnota
6,9 + 0,1 pti 25 °C.

Rozdéleni, sterilizace a skladovdni kultivacniho média

Rozdélit médium (5.1) v mnozstvich od 100 do 150 ml do banék nebo po 12 az 15 ml do zkuma-
vek (4.2.2). Bariky a zkumavky uzaviit.

15 minut sterilizovat v autokldvu (4.1.2) pfi 121 + 1 °C.
Zkontrolovat pH kultivatntho média.

Pokud se kultiva¢ni médium nepouzije ihned, skladuje se v temnu pii teploté mezi 1 a 5 °C, aviak ne
déle nez 1 mésic po jeho piipravé.

Komercni dehydrované kultivacni médium
Kultivaéni médium (5.1) se mize pfipravit z komeréniho dehydrovaného kultivacniho média. Dodr-

Zet pokyny vyrobce, ale pfidat susené odstiedéné mléko pred rozpousténim, pokud neni slozkou pro-
duktu.

Upravit pH na 6,9 + 0,1 pfi 25 °C metodou podle bodu 5.1, poté rozdélit, sterilizovat a skladovat
kultiva¢ni médium podle bodu. 5.2.

Redidla
Roztok pepton/siil

Slozenf:

Pepton 10g
Chlorid sodny (NaCl) 8,5g
Voda 1000 ml

Pfiprava:
Rozpustit slozky ve vodé, pokud to je nutné, zahfivat.
Zkontrolovat pH pH-metrem (4.1.4); pokud to je nezbytné upravit pH roztokem (nejméné 0,1 mol/l)

hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po sterilizaci byla jeho hodnota 7,0 + 0,1 pii
25 °C.
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6.2

6.3

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.5.2

7.5.3

Rozdélent, sterilizace a skladovdni edidla

Rozdélit fedidlo (6.1) do zkumavek (4.2.1) tak, aby po sterilizaci kazdd zkumavka obsahovala
9,0 £ 0,2 ml fedidla. Zkumavky uzaviit.

15 minut sterilizovat v autokldvu (4.1.2) pfi 121 + 1 °C.
Zkontrolovat pH fedidla.

Pokud se fedidlo nepouzije ihned, skladuje se v temnu pii teploté mezi 1 a 5 °C, avSak ne déle nez
1 mésic po jeho pFipravé.

Komercni dehydrovand fedidla

Redidlo (6.1) se mfize piipravovat z komer¢nich dehydrovanych tablet nebo pragku. Dodrzet pokyny

vyrobee. Upravit pH metodou podle bodu 6.1, poté rozdélit, sterilizovat a skladovat fedidla podle
bodu 6.2.

Postup

Rozpousteni kultivacniho média

Pred zahdjenim mikrobiologického vysetfeni nechat rychle rozpustit potiebné mnozstvi kultivac-
niho média a zchladit ve vodni 1dzni (4.1.5) na 45 + 1 °C.

Priprava vzorku mléka
Vzorek mléka Fadné promichat, aby byly mikroorganismy co nejrovnomérnéji rozdéleny, a to

25 rychlymi otocenimi nidoby se vzorkem. Je nutné zabrdnit tvorbé pény nebo pénu nechat roz-
ptylit. Doba mezi michdnim a odbérem testovactho vzorku by neméla prekrocit tfi minuty.

PFiprava primdrniho fedéni (10™') (syrové a pasterované mléko)
Steriln{ pipetou (4.2.3) pfenést 1 ml vzorku (7.2) syrového nebo pasterovaného mléka do 9 ml fedi-
fijit do kontaktu s fedidlem. Teplota fedidla musi byt piiblizné stejnd

jako teplota vzorku mléka. 5 az 10 sekund opatrné promichdvat toto primarni fedéni michackou
(4.1.9).

Ziska se tak primdrn{ fedéni 107"

Priprava dalsich desetinnych fedéni (syrové a pasterované mléko)

Steriln{ pipetou (4.2.3) pfenést 1 ml primédrniho fedéni (7.3) do 9 ml fedidla (6.1) podle pokynt
v bodé 7.3.

Ziské se tak fedéni 1072
S cilem ziskat dal$i desetinnd fedéni se tento postup opakuje tak dlouho, dokud nelze ocekdvat
piiméfené mnozstvi mikroorganismi (8.1.1).

Naockovdni Petriho misek

Syrové mléko: Sterilni pipetou (4.2.3) ptenést do misky (4.2.4) 1 ml vzorku a/nebo vhodného
desetinného fedéni. Musi byt vySetfena nejméné dvé fedéni. Pro kazdé fedéni (8.1.1) pfipravit jednu
vhodnou misku.

Pasterované mléko: Sterilni pipetou (4.2.3) prenést do misky (4.2.4) 1 ml vzorku a/nebo vhod-
ného desetinného fedéni. Musi byt vysetfena nejméné dvé fedéni. Pro kazdé fedéni (8.1.1) pfipravit
jednu vhodnou misku.

UHT mléko a sterilizované mléko (vySetfované po 15 denni inkubaci pfi 30 °C — smérnice
85/397EHS, piiloha A kapitola VII bod 5):

Steriln{ pipetou (4.2.3) pfenést do misky (4.2.4) 1 ml vzorku mléka (7.2). Pfipravit dvé misky.
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7.6

7.7

7.8

Nalévdni kultivacniho média
Do kazdé naockované misky nalit asi 15 az 18 ml kultivaéniho média (7.1).
Thned promichat rotaci Petriho misky, aby po inkubaci doslo k rovnomérnému rozlozeni kolonii.

Doba mezi koncem p¥ipravy vzorku mléka a smichdnim, podle druhu mléka, testovactho vzorku
nebo fedéni s kultivaénim médiem nesmi pfekrocit 15 minut.

Nechat stdt na vodorovném, chladném a ¢istém povrchu, dokud médium neztuhne.

Inkubace Petriho misek

Prenést misky do inkubétoru (4.1.3). Misky inkubovat obrdcené dnem nahoru. Nesklddat na sebe vice
nez Sest misek. Sloupky misek se nesméji vzdjemné dotykat, ani byt v kontaktu se sténami a vrchni
¢asti inkubdtoru.

Inkubovat 72 + 2 hodin pfi 30 £ 1 °C.

Pocitdni kolonii

Pocitat kolonie v Petriho miskdch neobsahujicich vice nez 300 kolonii.

Misky vySetfit pii tlumeném svétle. Pro usnadnéni pocitdni lze pouzit zvétSovaci sklo (4.1.6) a/nebo
mechanické pocitadlo (4.1.8). Je nutné dbét na to, aby nedoslo k zdméné ¢astic srazenin v miskdch

s drobnymi bodovymi koloniemi. V pfipadé pochybnosti provést peclivy priizkum pomoci zvétso-
vaciho skla s vétsim zvétSenim (4.1.7), s cilem odlisit kolonie od cizich &stic.

Kolonie tvorici povlak se povazuji za jednu kolonii. Pokud kolonie tvorici povlak pokryvaji méné nez
¢tyvrtinu misky, spocitat kolonie v nepostizené ¢asti misky a vypocitat odpovidajici pocet pro celou
misku. Pokud kolonie tvofici povlak pokryvaji vice nez ¢tvrtinu plochy misky, misku vytadit.
Vypocet a vyjidfeni vysledkit

Syrové a pasterované mléko

Pouzit vysledky misek obsahujicich 10 az 300 kolonif (viz 8.1.3 a 8.1.4).

Vypocitat pocet mikroorganismt na 1 ml syrového nebo pasterovaného mléka podle tohoto vzorce:

yc

(nl + 0,1n2)d

kde:

>C 2C je celkovy pocet kolonii podle bodu 8.1.1.

(n, + 0,1 ny)d je objem naockovaného vzorku, kde:

n, je pocet misek pfi prvnim fedénim

n, je pocet misek pfi druhém fedéni

d je faktor zfedéni, na zdkladé kterého byly ziskdny prvai pocty.

Pocet se zaokrouhli na dvé platné ¢islice. KdyZ je zaokrouhlovand ¢islice pét, zaokrouhlit tak, aby sou-
sedni &islice vlevo byla sudd.

Piiklad (pasterované mléko):
Redéni 1072 278 a 290 kolonif
Redéni 107%: 33 a 28 kolonii

278+290+33+28
(2+0,1x2)10°

Pocet/ml:

=28590
=29000
=2,9 x 10%.



03/sv. 11

Utedn{ véstnik Evropské unie

207

V8.1.3

8.2

Pokud jsou viechny pocty nizsi nez 10, uvést, ze pocet mikroorganism@ na mililitr je ,niz${ nez
10 x d*, pficemz ,d* je pfevracend hodnota nejnizstho faktoru zfedéni.

Pokud jsou viechny pocty vyssi nez 300 a pocitdni je mozné, provést odhad a vyndsobit jej

pievrdcenou hodnotou faktoru ziedéni. Vysledek vyjadiit jako ,Odhadovany pocet mikroorganismi
na ml“.

UHT mléko a sterilizované mléko

Pocty vyssi nez 10 kolonii na 0,1 ml se povaZzuji za nevyhovujici pozadavkiim smérnice 85/397[EHS.

Spolehlivost

Vysledky mezindrodné uznanych kruhovych test jesté nejsou k dispozici.
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4.2.1

4.2.2

423

4.2.4

4.2.5

V. STANOVENI OBSAHU MIKROORGANISMU PRI 21 °C

Predmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referencni postup pro stanoveni obsahu mikroorganismi technikou pocitani
kolonif pfi 21 °C v pasterovaném mléce, které bylo pét dni preinkubovéno pii 6 °C s cilem stanovit
stupefi kontaminace pasterovaného mléka psychotropnimi mikroorganismy, které se umi mnozit se
v mléce pii 6 °C.

Definice

,Mikroorganismy* se rozuméji organismy, které vytvéfeji pocitatelné kolonie po aerobni inkubaci za
popsanych podminek.

Princip

Inkubovat pasterované mléko pét dni pii 6 °C. Smichat stanoveny objem vzorku mléka s kultivac-
nim médiem v Petriho miskdch a nechat inkubovat 25 hodin pfi 21 °C. Spocitat kolonie a vypocitat
pocet mikroorganismti na 1 ml pasterovaného mléka.

Pistroje a pomiicky ze skla

Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Pristroje

Horkovzdu$na su§drna, nastavitelnd na 170 az 175 °C.

Autokldv, nastavitelny na 121 + 1 °C.

Inkubdtor, schopny udrzovat teplotu:

a) 6%0,2°C

b) 21+1°C

ve viech bodech uvnitf.

pH-metr se zafizenim pro kompenzaci teploty, pfesny na + 0,1 jednotky pH.

Vodni lazen, nastavitelnd na 45 + 1 °C.

Zvétsovaci sklo, zvétseni 2 — 4x.

ZvétSovaci sklo, zvétseni 8 — 10x.

Mechanické poéitadlo

Michacka schopnd rozmichat 1 ml vzorku mléka nebo desetinného fedéni s 9 ml fediciho roztoku
a pracujici na principu excentrické rotace obsahu zkumavky.

Pomiicky ze skla

Zkumavky s vhodnymi uzdvéry a dostate¢nym objemem, s dostate¢nym prostorem k promichdni
10 ml primdrntho fedéni nebo dalsich desetinnych fedéni.

Bariky o objemu 150 az 250 ml nebo zkumavky o objemu 20 ml pro skladovan{ kultiva¢niho média.

Pipety (utésnéné vatou), sklenéné nebo ze sterilntho syntetického materidlu, s neposkozenym hro-
tem, o nomindlnim objemu 1 ml, s vypustnim otvorem o priméru 1,75 az 3 mm.

Petriho misky z ¢irého, bezbarvého skla nebo ze sterilntho syntetického materidlu, dno misek md
vnitin{ primér asi 90 az 100 m. Vnitin{ hloubka misky by méla byt nejméné 10 mm. Dno nesmi
mit Zddné nerovnosti, které by brénily pocitdni kolonil.

Sterilizace pomitcek ze skla:

Pomiicky ze skla se sterilizuji jednim z téchto postupt:

a) v horkovzdu$né susdrné (4.1.1), nejméné jednu hodinu pii teploté 170-175 °C;
b) v autokldvu (4.1.2), nejméné 20 minut pii teploté 121 + 1 °C.

Pfi pouziti autokldvu je nutné dbit na to, aby bylo zajisténo dostate¢né proniknuti pary: pokud se
materidl sterilizuje v nddobdch, tyto nddoby by nemély byt napevno uzavieny, uzdvéry nebo vicka

by mély byt volné.
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Pomiicky ze skla sterilizované v autokldvech by se mély vysusit odvétranim pary.

Pipety musi byt sterilizovany v horkovzdusné susdrné (4.1.1).

Kultivaéni médium — agar se suSenym mlékem

SloZeni:

Kvasnicovy extrakt 25¢g

Trypton 50¢g

D-glukéza(+) nebo dextréza 1,0 g

Susené odstfedéné mléko 10¢g

Agar 10-15 g podle Zelirovacich vlastnosti agaru
Voda 1000 ml

Susené odstfedéné mléko by nemélo obsahovat zadné inhibi¢ni latky. Toto se ovéii srovndvacimi
testy se suSenym odstiedénym mlékem, které prikazné Zddné inhibi¢ni litky neobsahuje.

Priprava:

V tomto poradi suspendovat a rozpustit ve vodé kvasnicovy extrakt, trypton, glukézu a nakonec
susené odstiedéné mléko. Ohfev suspenze usnadnuje postup. Poté pfidat agar a uvést do varu za
stalého michdni, dokud se agar zcela nerozpusti, nebo zahfivat v pafe asi 30 minut.

Pokud je to nezbytné, prefiltrovat pres papir.

Zkontrolovat pH pomoci pH-metru (4.1.4); pokud to je nezbytné, upravit pH, roztokem (nejméné
0,1 mol/l) hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po sterilizaci byla jeho hodnota
6,9 + 0,1 pii 25 °C.

Rozdélent, sterilizace a skladovdni kultivacniho média

Rozdélit médium (5.1) v mnozstvich od 100 do 150 ml do banék nebo po 12 az 15 ml do zkuma-
vek (4.2.2). Baniky a zkumavky uzaviit.

15 minut sterilizovat v autokldvu (4.1.2) pti 121 £ 1 °C.
Zkontrolovat pH kultiva¢niho média.

Pokud se kultiva¢ni médium nepouzije ihned, skladuje se v temnu pfi teploté mezi 1 a 5 °C, aviak ne
déle nez 1 mésic po jeho piiprave.

Komertni dehydrované kultivacni médium

Kultivaéni médium (5.1) se mizZe pfipravit z komer¢niho dehydrovaného kultivatniho média. Dodr-
Zet pokyny vyrobce, ale pridat susené odstiedéné mléko pred rozpousténim, pokud neni slozkou pro-
duktu.

Upravit pH na 6,9 £ 0,1 pii 25 °C postupem podle bodu 5.1, poté rozdélit, sterilizovat a skladovat
kultiva¢ni médium podle bodu. 5.2.

Redidla

Roztok pepton/siil
Slozeni:
Pepton 10g

Chlorid sodny (NaCl) 85g
Voda 1 000 ml

Piiprava:

Rozpustit slozky ve vodé, pokud to je nutné, zahfivat.

Zkontrolovat pH pH-metrem (4.1.4); pokud to je nezbytné upravit pH roztokem (nejméné 0,1 mol/l)
hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po sterilaci byla jeho hodnota 7,0 + 0,1 pii
25°C.



210

Ufedni véstnik Evropské unie

03/sv. 11

6.2

6.3

7.1

7.2

7.2.1

7.2.2

7.3

7.4

7.5

7.6

Rozdéleni, sterilizace a skladovani fedidla

Rozdélit fedidlo (6.1) do zkumavek (4.2.1) tak, aby po sterilaci kazdd zkumavka obsahovala
9,0 + 0,2 ml fedidla. Zkumavky uzaviit.

15 minut sterilizovat v autokldvu (4.1.2) pii 121 £ 1 °C. Zkontrolovat pH fedidla.

Pokud se fedidlo nepouzije ihned, skladuje se v temnu pfi teploté mezi 1 a 5 °C, avSak ne déle nez
1 mésic po jeho piipravé.

Komercni dehydrovand fedidla
Redidlo (6.1) se méiZze pfipravovat z komer¢nich dehydrovanych tablet nebo prasku. Dodrzet pokyny

vyrobce. Upravit pH postupem podle bodu 6.1, poté rozdélit, sterilizovat a skladovat fedidla podle
bodu 6.2.

Postup

Rozpusténi kultivacniho média

Pred zahdjenim mikrobiologického vysetieni nechat rychle rozpustit potfebné mnozstvi kultivac-
niho média a zchladit ve vodni ldzni (4.1.5) na 45 + 1 °C.

Priprava vzorku mléka

Inkubovat v inkubdtoru [4.1.3 a)] uzaviené baleni pasterovaného mléka nebo, pokud to neni mozné,
reprezentativni vzorek o objemu nejméné 100 ml po dobu 120 # 2 hodin pii 6 * 0,5 °C.

Po inkubaci vzorek mléka fddné promichat, aby byly mikroorganismy co nejrovnomérnéji rozdé-
leny, a to 25 rychlymi oto¢enimi nddoby se vzorkem. Je nutné zabranit tvorbé pény nebo pénu
nechat rozptylit. Doba mezi michdnim a odbérem testovaciho vzorku by neméla piekrocit tfi minuty.

Priprava primdrniho fedéni (107")
Sterilni pipetou (4.2.3) pfenést 1 ml vzorku (7.2) syrového nebo pasterovaného mléka do 9 ml fedi-
dla (6.1), pficemz pipeta nesmi pfijit do kontaktu s fedidlem. Teplota fedidla musi byt pfiblizZné stejnd

jako teplota vzorku mléka. 5 az 10 sekund opatrné promichdvat toto primdrni fedéni michackou
(4.1.9).

Zisk4 se tak primdrnf fedéni 107",

Priprava dalsich desetinnych fedéni

Sterilni pipetou (4.2.3) pfenést 1 ml primarniho fedéni (7.3) do 9 ml fedidla (6.1) podle pokynt
v bodé 7.3.

Ziska se tak fedéni 1072,

S cilem ziskat dalsi desetinnd fedéni se tento postup opakuje tak dlouho, dokud nelze ocekdvat
piiméfené mnozstvi mikroorganismi (8.1.1).

Naockovdni Petriho misek

Steriln{ pipetou (4.2.3) pienést do misky (4.2.4) 1 ml vzorku a/nebo vhodného desetinného fedéni.
Musi byt vySetiena nejméné dvé fedéni. Pro kazdé fedéni (8.1.1) pfipravit jednu vhodnou misku.

Nalévdni kultivacniho média
Do kazdé naockované misky nalit asi 15 az 18 ml kultiva¢niho média (7.1).
Thned promichat rotaci Petriho misky, aby po inkubaci doslo k rovnomérnému rozlozeni kolonii.

Doba mezi koncem p¥pravy vzorku mléka a smichdnim, podle druhu mléka, testovaciho vzorku
nebo fedéni s kultiva¢nim médiem nesmi pfekrocit 15 minut.

Nechat stdt na vodorovném, chladném a Cistém povrchu, dokud médium neztuhne.
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7.7

7.8

8.1

8.2

8.3

8.4

Inkubace Petriho misek

Prenést misky do inkubétoru (4.1.3). Misky inkubovat obrdcené dnem nahoru. Nesklddat na sebe vice
nez 3est misek. Sloupky misek se nesméji vzdjemné dotykat, ani byt v kontaktu se sténami a vrchni
¢asti inkubdtoru.

Inkubovat 25 hodin pfi 21 + 1 °C.

Pocitdni kolonii

Pocitat kolonie v Petriho miskdch neobsahujicich vice nez 300 kolonif.

Misky vySetfit pfi tlumeném svétle. Pro usnadnéni pocitani ze pouzit zvétSovaci sklo (4.1.6) a/nebo
mechanické pocitadlo (4.1.8). Je nutné dbdt na to, aby nedoslo k zdméné ¢astic sraZenin v miskdch
s drobnymi bodovymi koloniemi. V ptipadé pochybnosti provést peclivy prazkum pomoci zvétso-
vactho skla s vét$im zvétsenim (4.1.7), s cilem odlisit kolonie od cizich &stic.

Kolonie tvorici povlak se povazuji za jednu kolonii. Pokud kolonie tvofici povlak pokryvaji méné nez
¢tvrtinu misky, spocitat kolonie v nepostizené ¢dsti misky a vypocitat odpovidajici pocet pro celou
misku. Pokud kolonie tvofici povlak pokryvaji vice nez ¢tvrtinu plochy misky, misku vyfadit.
Vypocet a vyjadfeni vysledki

Pouzit vysledky misek obsahujicich 10 az 300 kolonif (viz 8.1.3 a 8.1.4).

Vypocitat pocet mikroorganisma na 1 ml syrového nebo pasterovaného mléka podle tohoto vzorce:

>C
(nl + O,lnz)d

kde:

=C je celkovy pocet kolonif podle bodu 8.1,

(n; +0,1 n,)d  je objem naockovaného vzorku, kde:

n, je pocet misek pfi prvnim fedénim

n, je pocet misek pii druhém Fedéni

d je faktor zfedéni, na zdkladé kterého byly ziskdny prvni pocty.

Pocet se zaokrouhli na dvé platné ¢islice. KdyzZ je zaokrouhlovana ¢islice pét, zaokrouhlit tak, aby sou-
sednf &islice vlevo byla sudd.

Pitklad:
Redéni 1072 278 a 290 kolonif
Redéni 107%: 33 a 28 kolonif

Pocet/ml: =278 +290+33+28
(2+0,1x2)10"
629
0,022
=28590
=29 000
=2,9 x 10"
Pokud jsou vSechny pocty nizsi nez 10, uvést, Ze pocet mikroorganisma na mililitr je ,niZ${ nez
10 x d, pfi¢emz ,d“ je pfevrdcend hodnota nejnizsitho faktoru zfedéni.

Pokud jsou vsechny pocty vyssi nez 300 a pocitani je mozné, provést odhad a vyndsobit jej
pievrdcenou hodnotou faktoru ziedéni. Vysledek vyjadiit jako ,Odhadovany pocet mikroorganismi
na ml“

Spolehlivost

Vysledky mezindrodné uznanych kruhovych testt jesté nejsou k dispozici.
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4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

STANOVENI OBSAHU KOLIFORMNICH BAKTERIf - POCITANI KOLONII PRI 30 °C

Predmét a oblast pouZiti

Tato kapitola popisuje referen¢ni postup pro stanoveni koliformnich bakterii v pasterovaném mléce
technikou pocitani kolonii pti 30 °C.

Definice

,Koliformnimi bakteriemi“ se rozumgéji bakterie, které pfi 30 °C vytvaieji charakteristické kolonie
nebo necharakteristické kolonie, jeZ jsou za popsanych podminek schopné zkvasovat s tvorbou

plynu.

Princip

Smichat stanoveny objem vzorku mléka s kultiva¢nim médiem v Petriho miskdch a 24 hodin nechat
inkubovat pii 30 °C. Spocitat charakteristické kolonie a, pokud to je nutné, potvrdit identitu necha-
rakteristickych kolonii otestovanim jejich schopnosti zkvasovat lakt6zu. Poté vypocitat pocet koli-
formnich bakterii na 1 ml pasterovaného mléka.

Piistroje a pomiicky ze skla

Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Pristroje

Horkovzdusnd su$drna, nastavitelnd na 170 az 175 °C.

Autokldv, nastavitelny na 121 + 1 °C.

Inkubdtor, schopny udrzovat teplotu 30 + 1 °C.

pH-metr se zafizenim pro kompenzaci teploty, pfesny na * 0,1 jednotky pH.
Vodni ldzen, nastavitelnd na 45 + 1 °C.

Ockovaci jehla ze slitiny platina-iridium nebo nikl-chrém.

Pomiicky ze skla

Zkumavky s vhodnymi uzdvéry a objemem 20 ml, aby mohly obsahovat konfirmac¢ni kultivacni
médium (5.2) a Durhamovy trubicky vhodné velikosti.

Banky o objemu 150 az 250 ml pro skladovéni suseného selektivntho kultivaéntho média (5.1).

Pipety (utésnéné vatou), sklenéné nebo ze sterilntho syntetického materidlu, s neposkozenym hro-
tem, o nomindlnim objemu 1 — 10 ml, s vypustnim otvorem o priméru 1,75 aZz 3 mm.

Petriho misky z ¢irého, bezbarvého skla nebo ze sterilntho syntetického materidlu, dno misek md
vnitin{ primér asi 90 az 100 m. Vnitin{ hloubka misky by méla byt nejméné 10 mm. Dno nesmi
mit zddné nerovnosti, které by brénily pocitdni kolonil.

Sterilizace pomticek ze skla:

Pomiicky ze skla se sterilizuji jednim z téchto postupti:
a) v horkovzdusné susdrné (4.1.1), nejméné jednu hodinu pii teploté 170 — 175 °C;

b) v autokldvu (4.1.2), nejméné 20 minut pfi teploté 121 + 1 °C.

Pfi pouziti autokldvu je nutné dbat na to, aby bylo zajisténo dostate¢né proniknuti pary: pokud se
materidl sterilizuje v nddobdch, tyto nidoby by nemély byt napevno uzavieny, uzdvéry nebo vicka
by mély byt volné.

Pomiicky ze skla sterilizované v autokldvech by se mély vysusit odvétranim pdry.

Pipety musi byt sterilizovany v horkovzdusné susarné (4.1.1).
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Kultivaéni médium

Agar s krystalovou violeti, neutrdlni Cerveni, Zlu¢i a laktdzou (VRBL agar). Susené selektivni médium.

Slozeni:

Pepton 78
Kvasnicovy extrakt 3g
Laktdza (C,,H,,0,;.H,0) 10¢g
Chlorid sodny (NaCl) 5¢
Zlu¢ové soli 1,5¢
Neutralni ¢erven 0,03 ¢g
Krystalovd violet 0,002 g
Agar 10 az 15 g podle Zelirovacich vlastnosti agaru
Voda 1000 ml
Piiprava:

Suspendovat a rozpustit slozky ve vodé a nechat stt nékolik minut. Poté diikladné promichat.

Zkontrolovat pH pomoci pH-metru (4.1.4); pokud to je nutné, upravit pH roztokem (nejméné
0,1 molfl) hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po varu byla jeho hodnota
7,4 0,1 pii 25 °C.

Uvést rychle do varu za obcasného protiepavani a ihned rozlit po mnozstvich 100 az 150 ml do
sterilnich banék (4.2.2). Kultivatni médium zchladit ve vodni ldzni (4.1.5) na 45 = 1 °C.

V dobé pouziti zkontrolovat sterilitu kultivaéniho média (6.4).
Pouzit kultiva¢ni médium do ¥ hodin po jeho piiprave.
Tekuty agar s brilantovou zeleni. Konfirmacni kultivaéni médium.
Slozeni:

Pepton 10¢g

Laktéza (C,,H,,0,;.H,0) 10g

Dehydrovand hovézi zlu¢ 20g

Briliantova zelen 0,0133 g
Voda 1000 ml
Piiprava:

Rozpustit slozky ve vodé a uvést do varu.

Zkontrolovat pH pomoci pH-metru (4.1.4); pokud to je nezbytné, upravit pH roztokem (nejméné
0,1 mol/l) hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové, aby po sterilizaci byla jeho hodnota
7,2 0,1 pfi 25 °C.

Rozdélit médium po 10 ml do zkumavek (4.2.1) obsahujicich Durhamovy trubicky. Zkumavky
uzaviit.

15 minut sterilizovat v autokldvu (4.1.2) pfi 121 £ 1 °C.

Durhamovy trubicky nesméji po sterilizaci obsahovat vzduchové bubliny.

Zkontrolovat pH kultivatniho média.

Pokud se kultivaéni médium nepouzije ihned, skladuje se v temnu pii teploté mezi 1 a 5 °C, avsak ne
déle nez 1 mésic po jeho pifprave.

Komertni dehydrované kultivacni médium

Kultivaéni médium (5.1) se mize pfipravit z komer¢ntho dehydrovaného kultivaéniho média.
Dodrzte pokyny vyrobce. Upravit pH, rozdélit, sterilizovat a skladovat kultivaéni médium podle bodd
5.1a5.2.

Postup

Kultivacni médium

Pouzit médium (VRBL agar) popsané v bod¢ 5.1.
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6.6

6.6.1

6.6.2

6.7

7.1

7.2

7.3

Priprava vzorku mléka
Vzorek mléka fddné promichat, aby byly mikroorganismy co nejrovnomérnéji rozdéleny, a to

25 rychlymi otocenimi nddoby se vzorkem. Je nutné zabranit tvorbé pény nebo pénu nechat roz-
ptylit. Doba mezi michdnim a odbérem testovaciho vzorku by neméla prekrocit tfi minuty.

Naockovdni Petriho misek

Steriln{ pipetou pFenést (4.2.3) 1 ml vzorku mléka do kazdé ze t¥ misek (4.2.4) a tim naockovat 3 ml
vzorku mléka (6.2).

Nalévdni kultivacniho média
Do kazdé naockované misky nalit asi 12 ml VRBL agaru (6.1)

Thned po nalit{ fddné promichat rotaci Petriho misky, aby po inkubaci doslo k rovnomérnému roz-
loZeni kolonii.

Doba mezi koncem piipravy vzorku mléka a smichdnim s kultivaénim médiem nesmi pfekrocit
15 minut.

Za ticelem kontroly sterility pfipravit nenaockovanou misku s 12 ml téhoz VRBL agaru, ktery byl
pouzit pfi naockovani misky.

Nechat stdt na vodorovném, chladném a ¢istém povrchu, dokud médium neztuhne.
Po tplném ztuhnuti nalit nejméné 4 ml VRBL agaru (6.1) na povrch naockovaného média.
Nechat ztuhnout.

Inkubace Petriho misek

Prenést misky do inkubdtoru (4.1.3). Misky inkubovat obrdcené dnem nahoru. Nesklddat na sebe vice
nez Sest misek. Sloupky misek se nesméji vzdjemné dotykat, ani byt v kontaktu se sténami a vrchni
¢asti inkubdtoru.

Inkubovat 24 * 2 hodiny pfi 30 £ 1 °C.
Pocitdni kolonii

Pocitat kolonie v Petriho miskdch neobsahujicich vice nez 150 kolonii. Pocitat tmavé ¢ervené kolo-
nie o priméru nejméné 0,5 mm, s nebo bez srazeniny kolem, charakteristické pro koliformni bak-
terie.

Pokud maji viechny nebo nékteré kolonie necharakteristicky znak (napf. jinou barvu, velikost nebo
jiny tvar sraZenin vzhledem k charakteristickym koloniim), provést konfirmacni test (6.7).

Konfirmacni test

Podle ddajii v bodé 6.6.2 provést konfirmacni test u vhodného poctu (napf. 3 az 5) necharakteristic-
kych kolonif tim, Ze se pomoci ockovaci jehly (4.1.6), naockuji zkumavky obsahujici tekuty agar s bri-
liantovou zeleni (5.2). Inkubovat zkumavky 24 £ 2 hodin pii 30 £ 1 °C.

Za kolonie koliformnich bakterii se povazuji takové kolonie, které v Durhamoveé trubicce tvoif plyn.

Vypocet a vyjidieni vysledkit
Pouzit vysledky misek obsahujicich maximélné 150 kolonif.

Pokud se provede konfirmaéni test, vypocitat pocet kolonif koliformnich bakterif na zdkladé procen-
tudlniho podilu potvrzenych kolonif koliformnich bakterii.

Vypoditat pocet koliformnich bakterii na 1 ml pasterovaného mléka podle tohoto vzorce:
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3C je celkovy pocet kolonii koliformnich bakterii (7.1 v souvislosti se 7.2), stanovenych vySetfenim
vzorku mléka (6.3).

n je mnozstvi vySetfovaného vzorku (6.3) v mililitrech (3 ml).

Pocet se zaokrouhli na dvé platné ¢islice, pokud existuje vice nez 100 kolonif. Kdyz je zaokrouhlo-
vand ¢islice pét, zaokrouhlit tak, aby sousedni ¢islice vlevo byla sudd.

Pokud jsou vSechny pocty vyssi nez 150 kolonii, uvést vysledek jako ,odhadovany pocet koliform-
nich bakterif na 1 ml“.

Spolehlivost

Vysledky mezindrodné uznanych kruhovych testi jesté nejsou k dispozici.
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5.1

5.2

VI. STANOVENI OBSAHU SOMATICKYCH BUNEK

Tato kapitola popisuje dva referen¢ni postupy pro stanoveni somatickych bunék.

A. Mikroskopickd metoda

B. Fluoro-opto-elektronickd metoda

A. Mikroskopickd metoda

Predmét a oblast pouZiti

Tento postup popisuje referenéni postup pro stanoveni poctu somatickych bun¢k v syrovém
mléce.

Tento postup popisuje postup pro stanoveni poctu bunék ve vzorku mléka za tGi¢elem kalibrace
a kontroly spravnosti fluoro-opto-elektronické metody (viz B.1).

Definice
Pro tento postup se somatickymi butikami rozuméji bunky, napfiklad leukocyty a epitelové
bunky, jejichz jadra je mozné zfetelné zbarvit methylenovou modii

Princip

Nanést 0,01 ml mléka na 1 cm? povrchu podlozntho sklicka. Tenk4 vrstva se vysusi a nabarvi.
Pociténi se provede pod mikroskopem. Pocet somatickych bunék spocitanych na daném povr-
chu se vyndsob{ pracovnim faktorem, s cilem ziskat pocet bunék na 1 mililitr.

Cinidla
Musi se pouzit chemikadlie ¢istoty p.a..

Barvici roztok

Slozeni

Methylenovd modf 0,6¢g
Ethanol — 99 % 54 ml
1,1,1-trichlorethan nebo tetrachlorethan 40 ml
Ledovid kyselina octova 6 ml
Upozornéni

Tetrachlorethan je jedovaty. Piiprava a pouzivani se proto musi uskutecnit v digestofi.

Priprava:

Smichat v bance ethanol a 1,1,1-trichlorethan nebo tetrachlorethan a zah#it ve vodni ldzni na
60 az 70 °C. Pfidat methylenovou modf, fddné promichat, 12 az 24 hodin chladit v chladni¢ce
pii 4 °C a pfidat ledovou kyselinu octovou. Prefiltrovat pfes filtr o maximdlni velikosti port
10 az 12 mikroni a uchovat barvici roztok ve vzduchotésné uzaviené 1ahvi. V ptipadé vytvoreni
Castic nebo usazenin, pred pouzitim roztok znovu piefiltrovat.

Pfistroje a pomiicky ze skla

Mikroskop umoznujici zvétseni 500 x az 1 000 x

Mikrostfikacka umoznujici ddvkovani po 0,01 ml s pfesnosti nejméné * 2 %.
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5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

7.1

7.2

Podlozni sklicko s plochou 20 mm x 5 mm vyznacenou pro tenkou vrstvu nebo standardni pod-
lozni sklicko a sablona 20 x 5 mm pro tenkou vrstvu.

Horizontdlni topnd deska (30 © az 50 °C) pro suseni podloznich sklicek.
Ventildtor (fén) pro suSeni tenké vrstvy.
Vodni ldzefi, nastavitelnd na 30 az 40 °C pro ohfivini vzorku mléka.

Podlozni sklicko s mikrometrickou stupnici po 0,01 mm.

Postup

Vzorek mléka

Vzorek mléka musi byt testovan do $esti hodin po odbéru vzorku. Béhem skladovani nesmi tep-
lota vzorku prekrocit 6 °C. Vzorek nesmi byt zmraZen.

Pt¥iprava vzorku v laboratofi

Zahtat vzorek ve vodni 1dzni (5.6) na 30 az 40 °C. Poté fddné promichat. Zchladit na teplotu, pfi
které byla kalibrovdna mikrostitkacka (5.2), napiiklad 20 °C.

Predbézné osetieni podloznich sklicek

Vy¢istit podlozni sklicka (5.3) napfiklad ethanolem, vysusit papirem, ktery nezanechdvéd prach,
ozehnout plamenem a zchladit. Skladovat v krabici, kde jsou chrdnéna pted prachem.

Piiprava tenké vrstvy

Mikrostitkackou (5.2) odebrat 0,01 ml mléka ze vzorku pfipraveného, jak je uvedeno vyse. Pe¢-
livé ocistit vngjsi stranu stifkacky, kterd pfisla do styku s mlékem. Prilozit stitkacku na podlozni
sklicko (5.3) a nejprve obkreslit obvod obdélniku (20 mm x 5 mm). Poté ji co nejrovnomérnéji
vyplnit. Nechat schnout tenkou vrstvu na horizontdlni vyhtivaci desce (5.4) az do tplného
vysuseni.

U kazdého vzorku mléka pfipravit a vySetfit nejméné dvé tenké vrstvy.

Barveni tenkych vrstev

Ponofit na 10 minut do barviciho roztoku (4). Susit a, pokud je to nezbytné, vysouseni dokoncit
ventildtorem (5.5). Ponofit tenké vrstvy do tekouci vody, dokud se piebytecné barvivo zcela
nesmyje. Znovu susit a uchovat tak, aby byl chrdnén pfed prachem.

Kalibrace mikroskopického pole

Na zdkladé zvoleného zvétseni (500 x az 1 000 x) zméfit pramér mikroskopického pole (5.7).

Pocitini a vypocet

Pocitdni bunék

Pouzit mikroskop (5.1). Misto pocitni bunék se pocitaji pouze bunécnd jadra, a to takovd jadra,
kterd jsou jasné rozeznatelnd a z nichz je v mikroskopickém poli viditelnd nejméné polovina.
Pocitat pasy nebo pole ve stiedni tfetiné tenké vrstvy a nepocitat ty pasy nebo pole, které byly
vybrany pouze z okrajovych &dsti tenké vrstvy. Peclivd piiprava tenkych vrstev a tudiz i spolehli-
vost vysledkii musi byt kontroloviny nejméné jednou za mésic spocitdnim rliznych ¢asti tenké
vrstvy. Pocitdni 1ze také provadét spocitinim mikroskopickych poli rozmisténych takovym zpi-
sobem, aby vSechny ¢4sti tenké vrstvy byly zastoupeny rovnomeérné.

Stanoven{ minimdlniho poctu bunék, které se maji pocitat

Vzhledem k tomu, Ze pocitdni somatickych bunék pod mikroskopem muize byt rovnéz pouzito
pro standardizaci automatickych a mechanickych postupti pocitdni, variacni koeficient pocitan{
z identickych vzorki nesmi byt vyssi nez variacni koeficient elektronického pfistroje. Variaéni
koeficient pro vzorek mléka s obsahem 400 000 az 600 000 bunék/ml by nemél prekrocit 5 %.
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7.3

7.4

7.5

Pocet somatickych bunék, které je nutno v kazdém vzorku spocitat, musi byt podle Poissonova
zdkona rozdéleni nejméné 400, aby bylo splnéno kritérium opakovatelnosti.

Podle Poissonova rozdélent:
M=V=s2

kde:

M je stfedni hodnota

V je rozptyl

a

s je smérodatnd odchylka.
Varia¢ni koeficient je:

s x100 % 100 % 100 %

V = Tnebo CV = S nebo CV = \/ﬁ

M (primér) pfedstavuje pocet ¢astic (bunék), které byly spocitdny (napiiklad 400 pro CV =5 %).

Vypocet pracovniho faktoru

PFi pouziti 0,01 ml mléka se pracovni faktoru vypocitd podle bodu 7.3.1 nebo 7.3.2.
Pocitdni pdst na tenké vrstvé

Délka pdsti, které se majf pocitat, je 5 mm. Sitka pasu odpovidd praméru mikroskopického pole,

jak je stanoven podloznim sklickem s mikrometrickou stupnici (5.7).

20x 100
Pracovni faktor = ————
dxb
kde:

d je primér mikroskopického pole v mm, stanoveny podloznim sklickem s mikrometrickou
stupnici (5.7)

b celkovy pocet spocitanych pést.

Poc¢itdni mikroskopickych poli ve stfedni tfetiné tenké vrstvy nebo pomoci
miizky

20x5x100 12732

I1 xd’x s ) d’xs

—

Pracovni faktor =

kde:

d je pramér mikroskopického pole v mm, stanoveny podloznim sklickem s mikrometrickou
stupnici (5.7)

s celkovy pocet spocitanych poli.
Vypocet obsahu bunék

S cilem ziskat pocet bunék na ml mléka, se pocet napocitanych somatickych bunék (7.1 a 7.2)
vyndsobi pracovnim faktorem (7.3).

Pfesnost
Varia¢ni koeficient (viz 7.2) nesmi piekrocit 5 %.

Vysledky mezindrodné uznanych kruhovych testd nejsou k dispozici.

B.  Fluoro-opto-elektronickd metoda

Pfedmét a oblast pouZiti

Tento postup popisuje referencni postup, ktery se muze po odpovidajici kalibraci (viz A.1) pou-
Zivat pro stanoveni poctu somatickych bunék v syrovém mléce s chemickou konzervaci nebo bez
chemické konzervace.
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4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

Definice

Pro tento postup se somatickymi bufikami rozuméji Céstice, které maji v disledku barveni
bunécné DNA minimdlni intenzitu fluorescence.

Princip

Cést vzorku (naptiklad 0,2 ml) se dikladné promichd s tlumivym roztokem a s fluorescenénim
roztokem. Cdst této smési se poté prenese ve formé tenké vrstvy na rota¢ni disk, ktery slouzi jako
podlozni sklicko.

Kazdd bunika produkuje elektricky impuls, ktery se zesiluje a zaznamendva. Obsah somatickych
bunék se vytiskne v tisicich na mililitr.

Cinidla
Pokud neni stanoveno jinak, musi se pouzit ¢inidla ¢istoty p.a.. Pouzitd voda je destilovand nebo
deionizovand, nebo je to voda odpovidajici ¢istoty.

Tlumivy roztok

Slozeni

Hydrogenftalat draselny 51,00 g
Hydroxid draselny 13,75 ¢
Polyethylenglykol-mono-p(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-

fenylether(napfiklad Triton X-100), 1 % objemové 10 ml

pH 5,7 az 5,9. Doplnit vodou na 10 000 ml.

Piiprava:

Smichat jednotlivé slozky. Skladovani ve vzduchotésné uzaviené nadobé by nemélo piekrocit
sedm dni.

Fluorescencni roztok (zdsobni roztok)

Slozeni

Ethidiumbromid 10g
Doplnit vodou na 1 000 ml.

Piiprava:

Rozpustit ethidiumbromid ve vodé. Skladovéni ve vzduchotésné uzaviené nidobé chranéné pred
svétlem by nemélo prekrocit dva mésice.

Fluorescencni roztok (pracovni roztok)

Smichat 20 ml zdsobniho roztoku (4.2) s tlumivym roztokem (4.1) tak, aby se ziskal objem
1 000 ml. Pracovni roztok by nemél byt pouzivn vice nez sedm dni.

Cistici roztok

Slozeni

Tlumivy roztok (4.1) 10 ml
Polyethylenglykol-mono-p(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenylether

(napiiklad Triton X-100), 1 % objemové 10 ml
Amoniak o 25 % objemovych 25 ml

Doplnit vodou na 10 000 ml

Pfiprava:

Smichat jednotlivé slozky. Skladovani by nemélo pfekrocit tficet dni.
Pristroje a pomiicky ze skla
Pocitaci zafizeni fungujici na principu optické fluorescence.

Pozndmka:

Zafizeni musi byt pfed pouzitim kalibrovdno. Tim se stanovi vztah mezi objemem ¢dstic, které
se maji pocitat, a prahovou hodnotou, nad niz se pocitani provadi. Kalibrace zafizeni se provede
podle pokynii vyrobce za pouziti vzorkd, jejichz obsah bunék byl stanoven mikroskopickou
metodou (A).
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5.2

5.3

6.1

6.2

6.2.1

7.1

7.2

7.3

Vodni ldzefi, s cirkulaci vody, nastavitelnd na 40 + 1 °C.

Zkumavka, s vhodnym uzdvérem, objem asi 15 ml.

Vzorek mléka

Vzorek musi byt skladovan pii nizké teploté ve zkumavce (5.3). Pokud vzorek nebyl chemicky
konzervovan, poditani se miiZze provést az po uplynuti 24 hodin po nadojeni, nebot obsah mikro-
organismu by byl pfili§ nizky. Skladovaci teplota nesmi piekrocit 6 °C.

Konzervace

Chemickd konzervace se musi provést do 24 hodin. Konzervace musi byt provedena co nejdiive
po odbéru vzorku.

Chemickd konzervace vzorku se provede pfidinim jednoho z téchto konzervacnich prostiedki:
— kyselina orthoborita:

kone¢nd koncentrace kyseliny orthoborité ve vzorku nesmi byt vyssi nez 0,6 g na 100 ml.
Takto konzervovany vzorek muze byt skladovan dalsich 24 hodin pfi teploté 6 az 12 °C;

— dvojchroman draselny:

kone¢nd koncentrace dvojchromanu draselného ve vzorku nesmi byt vy$si nez 0,2 g na
100 ml. Takto konzervovany vzorek muZe byt skladovan dalsich 72 hodin pii teploté 6 az
12 °G

— azid sodny:

vzorek muize byt konzervovan azidem sodnym o kone¢né koncentraci 0,024 g/100 ml,
pokud je vzorek ochlazen na teplotu 6 az 12 °C ihned po jeho odbéru a spocitan do 48 hodin
po jeho odbéru;

— bronopol:

vzorek miiZe byt konzervovan bronopolem o kone¢né koncentraci 0,05 g/100 ml, pokud je
vzorek ochlazen na teplotu 6 az 12 °C ihned po jeho odbéru a spocitin do 72 hodin po jeho
odbéru.

Vzorek, ktery jiz byl konzervovan kyselinou boritou, mize byt jesté konzervovan dalsich az
48 hodin dvojchromanem draselnym.

Pozndmka:

Pokud jde o vzorky konzervované dvojchromanem sodnym, musi byt dodrzeny mistni podminky
pro vypousténi odpadnich vod.

Postup

Predbézné oseteni vzorku

Miléko, které se md vysetiit, se po nadojeni skladuje nejméné 24 hodin pii asi 2-6 °C. Pocitani
vzorkt v den nadojeni se bez predbézného osetieni nedoporucuje, nebot vysledky mohou byt
piilis nizké. Pokud je pfesto nutné pocitani provést, vzorek by mél byt predbézné osetfovan nej-
méné tf hodiny dvojchromanem draselnym (viz 6.2.1).

Piiprava

Predbézné osetfeny vzorek (viz 7.1) nebo neosetfeny vzorek nejméné jeden den stary zahtdt
ve vodni ldzni (5.2) na asi 40 °C. Poté skladovat vzorek pii pokojové teploté az do pocitani.
Pocitdni bunck

Pocitdni se provede pomoci pocitaciho zafizeni (5.1) do 15 minut po skonceni ohiivani (viz 7.2).

Bezprostiedné pred pocitdnim vzorky dikladné promichat, aby se dosahlo co nejlepsiho homo-
genniho rozdéleni somatickych bunék.

Dalsi fedéni a piiprava vzorku jsou automaticky provedeny v zafizeni.
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8. Spolehlivost

Vysledky opakovatelnosti (r) a reprodukovatelnosti (R) mezindrodnich kruhovych testt nejsou
k dispozici.
Udaje, které jsou k dispozici na ndrodni Grovni, umoZiiuji tyto odhady:
(1) pocet bunék mezi 400 000 az 500 000 naml:
— smérodatnd odchylka opakovatelnosti:
s, = 20 000 bunék/ml
(odpovida varia¢nimu koeficientu 5-4 %)
— smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti:
sg = 40 000 bunék/ml

(odpovidé varia¢nimu koeficientu 10-8 %)

9. Kontrola spravnosti

Kontrola spravnosti se provddi pomoci vzorkd o zndmém obsahu bunék, ktery se stanovi
pocitdnim bunék pod mikroskopem ve ndrodni referen¢ni laboratofi.
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VII. DETEKCE ANTIBIOTIK A SULFONAMIDU

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato kapitola popisuje referencni postup pro detekce antibiotik a sulfonamidd v syrovém mléce a v tepelné
odetfeném mléce.

Tento referenéni postup zahrnuje:

A. Kvalitativni postup

Tento postup je pocatecni postup, ktery umoziuje vybrat vzorky mléka, které obsahuji antibiotika a sulfo-
namidy. Popisovany postup je jednim z nékolika postupii, které jsou zaloZeny na pouziti Bacillus stearo-
thermophilus var. calidolactis, ATTC 10 149, co by testovactho organismu. Tento postup byl vybran jako
reprezentativni pro takovéto testy.

B. Postup pro konfirmaci a identifikaci penicilinu

Tento postup se musi pouzit pro konfirmaci vysledkt kvalitativniho postupu, pro identifikaci penicilinu
a stanoveni jeho koncentrace.

A. Kvalitativni postup

1. Pfedmét a oblast pouZiti

Tento postup popisuje kvalitativni detekei antibiotik a sulfonamidd v syrovém mléce a v tepelné oSetieném
mléce, jejichz koncentrace jsou vyssi nez limity uvedené v této tabulce:

Detektovatelné koncentrace riiznych antibiotik a sulfonamidi ()

Citlivost testu

Negativni Pozitivni
Benzylpenicilin 0,002 0,006
Ampicilin 0,002 0,005
Cloxacillin 0,015 0,035
Nafcilin 0,006 0,011
Tetracyklin 0,10 0,40
Oxytetracyklin 0,20 0,45
Chlortetracyklin 0,15 0,50
Chloramfenikol 7 15
Dihydrostreptomycin 4 13
Neomycin 1 22
Kanamycin 9 28
Bacitracin 0,06 0,14
Erythromycin 1 2,25
Rifamycin 0,01 0,14
Diafenylsulfon 0,01 0,1
Sulfametazin (Sulfadimidin) 0,5 1

(") Benzylpenicilin a Bacitracin jsou vyjadfeny v IU/ml, vechna ostatni antibiotika v pg/ml.
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4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

4.2.6
4.2.7

Definice

Mlé)ko obsahuje antibiotika nebo sulfonamidy, pokud se barva kultiva¢niho média neméni (viz
7.1

Princip

Pridat vzorek mléka a smés Zivin do Zelirovaciho agaru obsahujiciho indikdtor pH a spéry Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10 149 (viz5.4.1), ktery md velmi dobrou citlivost,
zejména na penicilin. Inkubace, kterd mé za vysledek normdlnf riist organismu a produkei kyse-
lin, zpisobuje zménu barvy indikdtoru pH, ktery se zméni z purpurové na zlutou. Pokud mléko
obsahuj§ inhibi¢ni latky pro rist testovactho organismu, tak se purpurovd barva indikitoru pH
nezméni.

Piistroje a pomiicky ze skla

Obvyklé laboratorni vybaveni, zejména:

Pristroje

Inkubdtor, nastavitelny na 64 + 1 °C

Vodni ldzen. nastavitelnd na 64 £ 1 °C

Stojanek na zkumavky nebo ampule

Injekéni mikrostfikacka na jedno pouziti, odbér vzorkt a ddvkovdni po 0,1 ml
Klesticky nebo pinzeta

Horkovzdusnd su$drna, nastavitelnd na 170 az 175 °C

Autokldv, nastavitelny na 121 £ 1 °C

pH-metr

Pomiicky ze skla

Lahvicky na vzorky s vhodnymi uzdvéry

Pozndmka:

Nékteré pryzové zatky mohou vylucovat na hrdlo lahvicky inhibi¢ni latky.

Petriho misky ze sterilnfho syntetického materidlu nebo z ¢irého bezbarvého
skla; o minimdlnim vnitinim priméru asi 140 mm, se zcela rovnym dnem.

Lihve o objemu 250 ml

Pipety (utésnéné vatou), sklenéné nebo ze sterilntho syntetického materidlu, o nomindlnim
objemu 1 mla 10 ml

Sklenéné 3pachtle

Zkumavky nebo ampule o vnitfnim priméru asi 8 mm, s vicky nebo zdtkami.
Sterilizace pomitcek ze skla:

Pomticky ze skla se sterilizuji jednim z téchto postupii:

a) v horkovzdusné susdrné (4.1.6), nejméné jednu hodinu pii teploté 170-175 °C;

b) v autokldvu (4.1.7), nejméné 20 minut pii teploté 121 + 1 °C.

Pfi pouziti autokldvu je nutné dbat na to, aby bylo zajisténo dostate¢né proniknuti pary: pokud
se materidl sterilizuje v nddobach, tyto nddoby by nemély byt napevno uzavieny, uzdvéry nebo
vicka by mély byt volné.

Pomiicky ze skla sterilizované v autokldvech by se mély vysusit odvétranim pary.

Pipety musi byt sterilizovany v horkovzdu$né susdrné.

Kultivaéni média, roztoky, testovaci organismus

Zékladni slozky kultivaénich médii musi byt vhodné pro bakteriologické tcely. Musi se pouzit
destilovand voda ve skle nebo demineralizovana voda alespon odpovidajici ¢istoty. Voda nesmi
obsahovat inhibi¢ni latky pro riist testovactho organismu.
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5.1

Kultivacni médium

Zivny agar

Slozent:

Kvasnicovy extrakt 2g
Pepton 5¢g
Masovy extrakt lg
Chlorid sodny 5¢

Agar 10-15¢
Voda 1000 ml

Ptiprava:

Rozpustit slozky ve vodé. Za obcasného michdn{ uvést do varu. Upravit pH tak, aby po sterili-
zaci byla jeho hodnota 7,4 £ 0,1 pii 25 °C.

Rozdélit po 10 ml do zkumavek nebo po 100 ml do lahvicek a naklonit s cilem ziskat Sikmy
agar.

Sterilizovat 15 minut pfi 121 + 1 °C.
Agarové médium
Slozent:
Chlorid sodny 2g
Agar 15¢

Voda 1000 ml

Roztok trimethoprimu nebo tetroxoprimu (viz 10 ml
5.1.3) (1)

Piiprava:

Rozpustit slozky ve vodé, s vyjimkou trimethoprimu nebo tetroxoprimu. Za ob¢asného michani
uvést do varu. Pidat trimethoprim nebo tetroxoprim a sterilizovat 15 minut pfi 121 £ 1 °C. Upra-
vit pH, aby po sterilizaci byla jeho hodnota 7,0 £ 0,1 pfi 25 °C.

5.1.3 Roztok trimethoprimu ¢i tetroxoprimu

Slozenf:

Trimethoprim 5 mg

nebo Tetroxoprim 30 mg

96 % Ethanol 5 ml/30 ml
Vodado 1000 ml
Pfiprava:

Rozpustit v ethanolu trimethoprim nebo tetroxoprim (5 nebo 30 ml) a doplnit vodou.

5.1.4 Zivny roztok

5.2

5.2.1

5.2.3

Slozent:

Kvasnicovy extrakt 0,75 mg
Glukéza 5,0 mg
Rozpustny skrob 8,0 mg
Bromkresolova cerven 0,025 ¢
Voda 50 ml
Piiprava:

Rozpustit ve vodé zivny roztok a indikdtor, pokud to je nutné, zahfivat a sterilizovat filtraci.
Zivny roztok je dostupny v tabletdch.

Standardni roztoky penicilinu

Ve steriln{ 1dhvi s vhodnym uzédvérem pfipravit roztok penicilinu o 60 pg/ml (100 IU/ml), a to roz-
pusténim krystalického benzylpenicilinu sodného nebo draselného ve sterilni destilované vodé.

Ptipravit pracovni roztok penicilinu vloZenim 1,25 ml roztoku penicilinu (5.2.1) sterilni destilované
vody a doplnit na do 1000 ml. Tento pracovni roztok obsahuje 0,075 pg penicilinu/ml
(= 0,125 IU/ml).

Pripravit 75 ml standardniho roztoku penicilinu obsahujictho 0,004 pg penicilinu/ml (= 0,0067 IU
penicilinu/ml) pfidinim 4 ml pracovniho roztoku penicilinu (5.2.2) do 71 ml mléka bez inhibi¢-
nich latek (5.3).

(") Pfi pouzivani kultiva¢niho média obsahujiciho antifolaty musi byt dodrzeny prévni pfedpisy o patentech.
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5.2.4 Roztoky penicilinu uvedené podle bodii 5.2.1 az 5.2.3 by mély byt pfipraveny v den provddéni

5.3

5.4

5.4.1

5.4.2

5.5

5.6

5.6.1

5.6.2

5.6.3

5.6.4

6.1

testu.
Mléko bez inhibicnich ldtek

Pripravit kontrolni prepardt mléka bez inhibicnich ldtek rozpusténim suseného odsttedéného mléka
(10 % m[V) ve vodg, které bylo predtim otestovdno na piitomnost inhibi¢nich latek. Rovnéz lze
pouzit pfiméfené mnozstvi Cerstvého mléka, které bylo otestovano a prohldseno za prosté inhi-
bi¢nich latek; toto mléko se rozdéli do lahvi a zahiiva se jednu hodinu na 100 °C, poté je ulozeno
do chladnicky s teplotou 0 °C az 6 °C na dobu nejvyse jednoho tydne.

Testovaci organismus

Jako testovaci organismus se pouZije Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10 149 Kmen
ATCC 10149 je identicky s kmenem C 953.

Pripravit zdsobni kulturu pro udrzovan{ testovaci kultury. Testovaci kultura se péstuje na $ikmém
zivném agaru (5.1.1). Sikmy agar se v prouzcich naockuje smyckou testovaci kultura, poté se
aerobné inkubuje 48 hodin pfi 63 £ 1 °C. Po inkubaci uzavfit zkumavka sterilni pryzovou
zétkou. Takto ziskand zdsobni kultura mdze byt skladovdna nékolik mésicti v chladnicce pii
0az5°C

Testovaci kultura (suspenze spér)

Asepticky pfenést 20 ml zivného agaru (5.1.1) do sterilni Petriho misky (4.2.2) a nechat zchladit
na pokojovou teplotu.

Sterilni pipetou (4.2.4) pienést 5 ml sterilni destilované vody do zkumavky se zdsobni kulturou
(5.4.2) a vymyt sterilni smyckou spéry ze sikmého agaru. Suspenze spér se chovd pii 0 az 5 °C
a pouzije se do 36 hodin.

Sterilni pipetou (4.2.4) pfenést 5 ml suspenze spor (5.5.2) na Petriho misku (5.5.1) a dukladné
rozestift ockovaci latku po celém povrchu pomoci zahnuté sklenéné tycinky. Inkubovat 16 az
18 hodin pfi 63 * 1 °C (4.1.1).

Pfi pouziti zdsobni kultury (5.4.2) nebo kultury starsi 36 hodin by ockovani mélo provést nej-
méné dvakrit v ¢asovém intervalu maximdlné 36 hodin.

Sterilni pipetou (4.2.4) pfenést 10 ml destilované vody na Petriho misku obsahujici kulturu (5.5.3)
a sklenénou ty¢inkou odstranit spéry z povrchu.

Prenést suspenzi spor do ldhve (4.2.3) obsahujici 250 ml steriln{ destilované vody. Lahev uzaviit
a diikladné protfepat. Kultury, které nejsou ihned pfeockovény, by se mély skladovat v chlad-
nicce pfi 0 az 6 °C.

Po 16ti az 18ti hodinové inkubaci pfi 63 + 1 °C na agarovém médiu by suspenze spér méla vyka-
zovat pocet Zivotaschopnych mikroorganismt mezi 5 a 10 miliony na mililitr. Suspenze spér
musi vykazovat rovnomérné zakaleni, a pokud obsahuje srazeniny nebo usazeninu, méla by se
nahradit novou suspenzi pfipravenou ze zdsobni kultury (5.4.2).

Priprava zkumavek/ampuli
Nechat rozpustit agarové médium (5.1.2), poté zchladit na 55 °C.

Pridat ¢ast suspenze Cerstvych spor (5.5.4) k péti ¢dstem agarového média (5.6.1) ve zkumavce
nebo v lahvicce. Dtkladné promichat.

Prenést do sterilni zkumavky nebo ampule (4.2.6) 0,3 ml naockovaného média (5.6.2), aby se
vytvotila 5 mm vrstva, poté uzaviit zkumavku zdtkou nebo vickem nebo, v piipadé ampule, zata-
venim konce. Nechat agarové médium ztuhnout, poté nechat zkumavky/ampule 12 hodin
ve svislé poloze.

Zkumavky/ampule mohou byt pouZity tyZ den, ale mohou byt rovnéz skladovany nékolik mésicii
pii 0-6 °C, pokud byly ihned po jejich piipravé ochlazeny.
Postup

Vzorky se co nejdiive otestuji, nejlépe do 24 hodin po odbéru, a do té doby se skladuji pii teploté
0-5 °C. Pokud neni mozné otestovat vzorky do 24 hodin, mély by se uchovat hluboko zmrazené
(-30 °az - 15°C), aby se omezila na minimum inaktivace penicilinu.
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6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

7.1

7.2

7.3

7.4

8.1

2.1

Citeln¢ a nesmazatelné identifikovat kazdou zkumavku/ampuli (5.6). Odstranit vicko nebo zdtku.
Umistit do vhodného stojanku (4.1.3) pocet pozadovany pro vzorky a testy (5.2 a 5.3).

Do kazdé zkumavky/ampule pfidat 50 mikrolitri Zivného roztoku (5.1.4).

Vzorek mléka fadné promichat a mikrostiikackou (4.1.4) ptrenést 0,1 ml vzorku do oznacené
zkumavky/ampule. Pro preneseni kazdého vzorku pouZit vidy novou injekéni stitkacku.

Postup podle bodu 6.4 se opakuje stejnym zptisobem za pouziti standardniho roztoku penicilinu
obsahujictho 0,004 pg/ml (= 0,0067 IU/ml) penicilinu namisto vzorku mléka (5.2.3).

Postupem podle bodu 6.4 opakujte stejnym zptisobem za pouziti kontrolntho vzorku mléka bez
inhibi¢nich ldtek (5.3) namisto vzorku mléka.

Uzaviit zkumavky/ampule a stojanek se zkumavkamifampulemi umistit na nejméné 2¥2 az 2%
hodiny do vodni lazné s teplotou 63 £ 1 °C (4.1.2).

Vyjmout stojanek se zkumavkamifampulemi z vodni ldzné.

Pozorovat barvu agarového média (viz 7).

Interpretace vysledka

Purpurové zabarveni agarového média ve zkumavkach/ampulich se standardnim roztokem peni-
cilinu nebo testovacim vzorkem mléka ukazuje na pfitomnost antibiotik nebo sulfonamidi
ve vzorku v koncentraci nebo pfiblizné koncentraci ,zcela pozitivni“ uvedené v tabulce na strané
39. Pokud zabarveni ve zkumavkach/ampulich se standardnim roztokem penicilinu (6.5) zistane

Céstecné  purpurové  zbarven{ agarového média nebo nepravidelné  zabarveni
ve zkumavkach/ampulich se vzorkem mléka ukazuje na piitomnost inhibi¢nich latek ve vzorku
v koncentracich mezi koncentracemi uvedenymi na strané 39.

Zluté zabarven{ agarového média ve zkumavkdch/ampulich obsahujicich vzorek mléka bez inhi-
bi¢nich latek nebo vzorek mléka ukazuje na nepfitomnost inhibi¢nich latek v testovacich orga-
nismu.

Pokud se purpurové zabarveni objevi ve viech testovanych zkumavkach/ampulich, véetné nega-
tivnich kontrol, zkumavky/ampule neobsahuji Zivotaschopné spéry a vzorky musi byt podro-
beny novému testovani s Cerstvé pfipravenym testovacim materidlem.

Potvrzeni vysledkit

Potvrdit vysledky vSech vzorkd s reakcemi popsanymi v 7.1 a 7.2 podle metody ,B*.

Pokud je nezbytné vzorky mléka pied potvrzenim skladovat, musi byt zmrazeny, aby se zabra-
nilo poskozeni antibiotik.

B.  Postup pro konfirmaci penicilinii a stanoveni koncentrace

Pfedmét a oblast pouZiti

Tento postup popisuje konfirmacni test penicilinu nebo jinych antibiotik, jakoz postup pro sta-
noveni koncentrace penicilinu ve vzorcich mléka s pozitivni (A.7.1) nebo podezielou reakei
(A.7.2).

Citlivost postupu pro riiznd antibiotika

Viz A.1.

Definice

Vzorek mléka obsahuje antibiotika, véetné sulfonamidii, pokud popsanym postupem vytvoii ¢irou
inhibiéni zénu nejméné 2 mm kolem disku.
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2.2

2.3

4.3

5.1

5.1.1

5.1.2

5.2

Pokud vzorek, ktery obsahuje antibiotika, véetné sulfonamidi (2.1), a ke kterému byla pfidéna
penicilindza (beta-laktamdza), nevytvoii ¢irou zénu nebo vytvoii ¢irou zénu menstho priméru
nez je primér zony bez penicilindzy, inhibicni ldtkou je bud penicilin nebo smés penicilinu a jiného anti-
biotika véetné sulfonamidi.

Pokud tato zéna neni penicilindzou (2.2) inaktivovéna, inhibi¢ni latkou ve vzorku mléka neni peni-
cilin, ale mizZe to byt jiné reziduum [viz smérnice 85/397/EHS, piiloha A, kapitola VI, A.1.f) a 2b)].

Neékteré polosyntetické peniciliny, napiiklad cloxacillin sodny, nejsou nebo jsou pouze ¢dste¢né
inaktivovany penicilindzou nebo jsou odolné a nemohou byt identifikovdny jako peniciliny
(viz 7.3).

Princip

Absorpéni papirovy disk napustény mlékem, které se md vysetfit, se umisti na povrch agarového
média naockovaného Bacillus stearothermophilus var. calidolactis. Normdln{ rist mikroorganismus
po inkubaci narusuje agarové médium. Cird z6na kolem disku ukazuje, Ze jsou v mléce piitomny
latky inhibi¢ni latky pro rast. Velikost ¢iré zony mimo jiné zdvisi na koncentraci a druhu inhi-
bi¢ni latky v mléce.

Piistroje, pomiicky ze skla a vybaveni

Pristroje

Viz A.4.1.

Vodni lazen, nastavitelnd na 80 = 1 °C.

Pomiicky ze skla

Viz A.4.2.

Papirové disky, neobsahujici inhibi¢ni litky, o priméru 9 az 13 mm, schopné absorbovat asi
130 mg mléka (nejlépe skladovat v exsikétoru).

Kultivaéni média, standardni roztoky, roztok penicilindzy, ¢inidla testovaci organismus
atd.

Zékladni slozky kultivaénich médii mus{ byt vhodné pro bakteriologické ticely. Musi se pouzit

destilovand voda ve skle nebo demineralizovand voda alespon odpovidajici ¢istoty. Voda nesmi
obsahovat inhibi¢ni latky pro riist testovaciho organismu.

Kultivacni média
Zivny agar (A.5.1.1)

Kultivaén{ médium pro detekci inhibi¢nich ldtek

SlozZeni:

Kvasnicovy extrakt 2,5¢

Trypton 5¢g

Glukéza lg

Roztok trimethoprimu ¢ tetroxoprimu 10 ml

(A.5.1.3)

Agar 10-15 g podle Zelirovacich vlastnosti agaru
Voda 1000 ml

Priprava:

Pii zahfivani a michdni zcela rozpustit pevné slozky ve vodé, poté pfidat roztok trimethoprimu
nebo tetroxoprimu. Po pfidani trimethoprimu nebo tetroxoprimu upravit hodnotu pH, aby po
sterilizaci byla 8,0 + 0,1 pii 25 °C. Sterilizovat médium 15 minut pfi 121 1 °C.

Standardni roztoky penicilinu v mléku

Viz A.5.2.

Pro kvantitativni stanoveni inhibi¢nich latek (8) pfipravit standardni roztoky penicilinu v mléce
bez inhibi¢nich latek (A.5.3) v téchto koncentracich:
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5.3

5.4

5.5

5.6.5

a) 0,004 pg/ml (0,0067 1U/ml)
b) 0,006 pg/ml (0,01 IU/m)

¢ 0,03 pg/ml (0,05 IU/ml)

d) 0,06 pg/ml (0,01 IU/ml).

Roztok penicilindzy
Rozpustit dostate¢né mnozstvi penicilindzy (beta-laktamazy) ve sterilni destilované vodé s cilem
ziskat koncentraci 1 000 U/ml. Tento roztok, nejlépe rozdéleny na mensi dévky, je mozné skla-

dovat az ¢tyfi tydny pii 0 °C az 5 °C.

Pozndmka

Pro penicilindzu neexistuje jednotnd mezindrodni norma. Pro ucely tohoto postupu se
piedpoklada, Ze deset jednotek penicilindzy staci na inaktivaci 0,6 pg (= 1 IU) penicilinu. U peni-
cilindzy s neznimou koncentraci je nutné zkontrolovat, zda tento pfedpoklad plati. V pfipadé
nutnosti proto upravit koncentraci roztoku penicilindzy.

Namisto roztoku penicilindzy je mozné pouzit bézné dostupné disky napusténé penicilindzou,
pokud se kontrolnim postupem zjisti, Ze obsahuji odpovidajici mnoZstvi penicilindzy.

Testovaci organismus

Viz A.5.4.

Testovaci kultura (suspenze spor)

Viz A.5.5.

Pfiprava Petriho misek
Nechat rozpustit agarové médium pro detekci inhibi¢nich latek (5.1.2), poté zchladit na 55 °C.

Do ldhve pridat ¢dst suspenze Cerstvych spor (5.5) k nezbytnému mnozstvi ¢dsti agarového média
pro detekci inhibi¢nich ldtek (5.1.2), s cilem ziskat vhodnou hustotu kolonii v naockovaném aga-
rové médiu, a dtikladné promichat.

Prenést do sterilni Petriho misky (A.4.2.2), pfedem vyhfdté na 55 °C, naockované agarové
médium, aby se vytvorila 0,6 az 0,8 mm vrstva. Pro Petriho misku o vnitfnim priméru 140 mm
je tieba asi 15 ml agarového média, aby se vytvofila 0,8 mm vrstva.

Umistit Petriho misky na chladny, vodorovny povrch, jehoz vodorovnost se ovéif vodovahou,
sejmout vicka a nechat agarové médium ztuhnout. Po ztuhnuti média, vrétit vicka na misky
a obrétit je dnem vzhtru, aby se na zabrédnilo kondenzaci vody na povrchu agarového média.

Takto pfipravené Petriho misky se pouZiji nejlépe jesté tyz den, ale mohou byt pouziviny maxi-
maéln¢ dva tydny, pokud se ihned po piipravé vlozi do zataveného polyethylenového vaku a ucho-

vavaji se pii 5 °C.

Oznacit dna Petriho misek, aby byla moznd identifikace vzorkd.

Postup

Piiprava vzorku

U vzorkd s pozitivnim nebo pochybnym vysledkem podle ,metody A“ (A.7.1 a A.7.2) musi byt
provedeno nové testovani za icelem identifikace a kvantitativniho stanoveni penicilinu.

Nejdiive zahfivat vzorky 10 minut na 80 £ 1 °C, aby se vylou¢il vliv nespecifickych termolabil-
nich inhibi¢nich ldtek.

Dukladné promichat, poté prenést asi 10 ml vzorku zahfdtého mléka do sterilni lahvicky se
Sirokym hrdlem. K mléku pfidat asi 0,4 ml roztoku penicilindzy (5.3) a fddné promichat.
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6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.2.6

6.2.7

6.3

6.3.1

7.1

7.2

7.3

8.1

Detekce inhibicnich ldtek

Ponofit papirovy disk (4.3) do vzorku mléka (6.1.2) pomoci Cisté a suché pinzety. Odstranit
piebytecné mléko otfenim disku o lahvicku se vzorkem. Naplocho polozit disk na povrch Pet-
riho misky (5.6) a lehce pfitlacit pinzetou.

Disky napusténé riznymi vzorky mléka musi byt vzdileny jeden od druhého nejméné 20 mm
a od okraje nejméné 10 mm.

Pro kontrolu citlivosti se disky (4.3) napusténé standardnim roztokem penicilindzy (5.2) musf
nahodile rozmistit mezi disky napusténé vzorky mléka v poméru nejméné 2 % poctu diskd se
vzorky mléka; pii kazdém testu se pouzije nejméné pét standardnich diska.

Po nahodilém rozmisténi viech diskii na agarové médium a po jejich identifikaci, obratit misky
dnem vzhtiru a nechat je inkubovat 2,5 az 5 hodin pfi 63 £ 1 °C.

Po inkubaci vysetfit misky pfi vhodném zdroji svétla, aby bylo mozné pozorovat ¢iré inhibi¢ni
zény kolem papirovych diskd. Ciré zény se zméi.

Standardni roztok penicilindzy (6.2.3) musi kolem disku vytvorit nejméné 2 mm zény.

Ciré z6ny kolem diskéi napusténych vzorky mléka, jejichz velkost je stejnd nebo vétsi nez velikost
popsand v 6.2.6, ukazuji na piftomnost inhibi¢nich latek v testovacim organismu.

Identifikace a kvantifikace inhibicnich ldtek

Postup 6.2.1 se provadi dvojmo se vzorkem zahfdtého mléka (6.1.2) a se vzorkem oSetienym
penicilindzou (6.1.3). Namisto pfidan{ penicilindzy do 10 ml vzorku mléka je mozné do vzorku
mléka ponofit disk napustény penicilindzou (5.3.2) a ulozit ho na testovaci misku.

Postup 6.2.1 se provede dvojmo pro kazdy ze standardnich roztokd penicilinu popsanych v 5.2
a) az d).

Vypocitat primérny pramér ¢irych inhibi¢nich z6n pro vzorky mléka, kontrolni vzorky penici-
lindzy a pro standardni roztoky penicilinu.

Interpretace vysledkii (viz 2)

Pokud se kolem disku napusténém kontrolni penicilindzou nevytvoii zddnd ¢ird zéna, ale ¢ird
zbna se objevi kolem disku napusténém vzorkem mléka, stejné velkd nebo vétsi nez zona kolem
disku napusténém standardnim roztokem penicilinu (5.2a)), inhibi¢ni litka ve vzorku mléka
odpovidd koncentraci krystalického benzylpenicilinu sodného rovné nebo vyssi nez 0,004 pg/ml.

Pokud se primérnd hodnota praméru ¢iré zony kolem disku nepusténém kontrolni penicilindzu
rovnd primérné hodnoté priaméru ¢iré zoény kolem disku se vzorkem mléka, mléko obsahuje
inhibi¢ni latky, které neni mozné inaktivovat koncentraci penicilindzy pouzité v tomto postupu.

Pokud je primérnd hodnota pruméru ¢iré zony kolem disku napusténém kontrolni penicilindzu
mens$i nez primérnd hodnota priiméru ¢iré z6ny kolem disku se vzorkem mléka zahtdtého podle
6.1.2, vzorek mléka obsahuje penicilin a antibiotika, véetné sulfonamidd, a penicilin nebo polo-
synteticky penicilin, ktery nelze identifikovat koncentraci penicilindzy pouzité v tomto po. Syn-
tetické peniciliny, jako je cloxacillin sodny, nemuseji byt inaktivovany penicilindzou za popsanych
podminek a mohou byt tudiz klasifikovany jako inhibi¢ni latky jiné neZ penicilin.

Pozndmka
Pokud to je nezbytné, inhibi¢ni litky jiné nez penicilin mohou byt identifikoviny vhodnymi
postupy.

Stanoveni obsahu penicilinu

Stanoveni obsahu penicilinu mfize byt provedeno bud po sestrojeni standardni kiivky, nebo
vypocty na zakladé velikosti zon ziskanych se standardnimi roztoky penicilinu v mléce (5.2 a) az d)).
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8.2

8.3

9.1

9.2

Sestrojent standardni kfivky

Vzhledem k tomu, Ze existuje linedrni korelace mezi 1og10 koncentrace penicilinu a primérem
inhibi¢nich z6n, standardni kiivku lze sestrojit na logaritmicky papir vyznacenim koncentraci
penicilinu na pofadnici a primér z6n na dsecku. Inhibi¢ni zény se pocitaji na zdkladé priiméru
zdvojeného testu. Priméry inhibi¢nich z6n se graficky vyznaci na zdklad¢ standardnich koncen-
traci penicilinu a zakresli se standardni k¥ivka.

Vypocet

Koncentrace penicilinu ve vzorku mléka lze vypocitat na zdkladé praméru zon vzorkd pomoci
rovnice nebo je odedist ze standardni kiivky. Pro pfesné stanoveni je polomér inhibi¢nich z6n nej-
méné dvakrdt vétsi, aviak nejvyse pétkrat vétsi nez polomér diskd.

Vyjddfeni vysledkit

Vysledky se vyjadfuji jako obsah penicilinu rovny nebo vyssi nez 0,004 pg/ml (nebo uvedenim
stanovené koncentrace) nebo jako obsah inhibi¢nich latek jinych nez penicilin.

Opakovatelnost (r) a reprodukovatelnost (R)

Udaje nejsou k dispozici a jsou nevyznamné v disledku pouZiti standardu pfi porovnani.
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IX. DETEKCE PATOGENNICH MIKROORGANISMU

Pfedmét a oblast pouZiti

V souladu s pozadavky smérnice 85/397/EHS, piilohy A, kapitoly VII bodu 2, tento postup pfedstavuje
pokyny, které musi byt dodrzovany, pro detekci patogennich mikroorganismt v pasterovaném mléce.

Definice

Pasterace je oSetfeni, které ochrafiuje mléko proti netermorezistentnim patogentm. Pokud jsou splnény
normy stanovené v pifloze A, kapitole VII &sti 2 uvedené smérnice, pokud jde o pocitdni kolonii pfi
30 °C a 21 °C, koliformn{ bakterie a fosfatdzu, specificky test na detekei patogeny je nezbytny pouze
tehdy, pokud existuje podezfeni, ze mléko ma né&jakou spojitost se propuknutim otravy potravinami.

Postup

Postupy a Cetnost vySetieni musi stanovit vnitrosttni organ takovym zptisobem, ktery umozni vydavani
osvédéeni o zdravotni nezdvadnosti pro tepelné oSetfené mléko pro obchod uvnitf Spolecenstvi. Pro
detekei patogennich mikroorganismu se, pokud existuji, pouziji kritéria a postupy pfijaté na mezindrodni
drovni.

Zpriva o vysledku

Pro kazdy vysetfovany patogenni mikroorganismus musi byt vysledek vyjadfen takto:

“ x

Pocet mléka na mililitr, nebo ,pfitomnost” ¢i ,nepfitomnost* v objemu pasterovaného mléka, ktery poza-
duje pouzity postup. Zprava musi jasné popsat pouZity postup.



