Metodika odbéru vzorki mléka pro mikrobiologické
analyzy

1. VSseobecné

Pti odbéru vzorka je dulezité, aby laborator obdrzela vzorek, ktery je skutecné reprezentativni
(podily jednotlivych sledovanych slozek materialu a rozdéleni hodnot sledovaného znaku
odpovidaji pomérim ve vzorkovaném celku) a ktery nebyl béhem prepravy a uchovavani
poskozen nebo zménén.

Vzorky pro ucely stanoveni hygienické kvality a ceny mléka smi odebirat pouze osoba k tomu
povérend a zpusobild, kterd uspésné absolvovala Skoleni vzorkar( a je drzitelem platného
osvédceni.

Odbér vzork( se provadi dle normy CSN EN I1SO 707 - MIéko a mlé&né vyrobky - Navod pro
odbér vzorkd a dle metodik CMSCH a.s.

Pokud jsou oddélené odebirany vzorky pro mikrobiologické a chemické analyzy, pak vzorky pro
mikrobiologické zkouseni maji byt odebrany nejdfive a za poutziti aseptickych metod a
sterilizovanych pom(cek a vzorkovnic.

2. Predmét metodiky

Tento postup vzorkovani plati pro stanoveni rezidui inhibic¢nich latek a tyto mikroorganismy:
celkovy pocet mikroorganism( (CPM), koliformnich bakterii (Coli), klistova encefalitida,
Staphylococcus ssp.(v¢. Koagulazy negativnich stafylokoku), Staphylococcus aureus, KoNS,
Streptococcus (dysgalactiae, agalactiae, uberis), Enterobacteriaceiae (koliformni — Escherichia
coli 0157, Klepsiella, Enterobacter a nekoliformni — Proteus, Serratia marcescens, Yersinia),
Enterococcus sp. (v¢. E. faecalis, E. faecium), Mycoplasma bovis, Klebsiella sp. (v¢. K. oxytoca, K.
pneumoniae), Corynebacterium bovis, Arcanobacterium pyogenes a Peptoniphilus indolicus,
Staphylococcal B-lactamase gen, Pseudomonas sp. (P. aeruginosa), kvasinky, plisné, Prototheca
sp., Corynebacterium sp., ,Corynebacterium-like” bakterie, Listeria monocytogenes, aerobni
mezofilni mikroorganismy, Salmonella sp.

3. Pomticky a vzorkovnice

Pomlcky pro odbér vzorkd maji byt Cisté, suché a nemaji ovliviiovat vlastnosti a sloZzeni
vyrobku.

Zarizeni pro odbér vzorkl pro mikrobiologické zkouseni ma byt pred pouZitim Cisté a
vysterilizované. Jednorazové plastové zarizeni ma byt sterilni.

3.1. pfistroje pro ruc¢ni a mechanické michani

Pro michdni mléka jsou vhodna ponorna michadla (plunzry), délka ma byt pfizplsobena
hloubce nadoby, nejsou-li sou¢asti nadoby s mlékem, je nutné mléko promichat rucné.



3.2. pomucky pro odbér vzorku

Pro rucni odbér vzorkl je vhodna nabéracka s dostatecné dlouhou rukojeti a kdnického tvaru,
smésna nadoba na mléko (cca 0,5-11), vhodné vzorkovnice, popisovace vzorkovnic (napft. lihovy
fix), vhodné obleceni a protokol o odbéru vzork.

3.3. vzorkovnice

Kapacita vzorkovnic ma byt takova (min. 25ml ), aby byly témér Uplné (cca do %) naplnény
vzorkem a bylo umoznéno spravné promichani vzorku pred zkousenim, ale aby bylo zabranéno

vifeni vzorku bé

hem prepravy.

Vzorkovnice i jejich uzavéry maji byt z takového materialu a takové konstrukce, aby pfimérené
chranily vzorek a aby nezplsobily zménu vzorku, kterd by ovlivnila vysledky naslednych analyz.
Mezi vhodné materialy patfi sklo, korozivzdorna ocel a nékteré plasty napf. polypropylen.

Vzorkovnice i jejich uzavéry maji byt suché, Cisté a sterilni.

4. Konzervace a maximalni doba zpracovani vzorku

Dle druhu poZzadovaného rozboru lIze vzorky konzervovat a tim prodlouzit dobu jejich
zpracovani viz. tabulka 1.

Prehled predepsanych pozadavktl na vzorky mléka

pro jednotlivé druhy rozbora:

Minimalni | Maximalni

Druh rozboru teplota teplota Doba | = Druh
(°C) (°C) zpracovani| konzervace

CPM - s konzervaci 5 10 az 10 dit Azidiol

- bez konzervage 1 10 24 hod nebo
Heschenov(

¢inidlo

Coli - s konzervaci 10 48 hod Azidiol

- bez konzervace 10 24 hod nebo
Heschenov(

¢inidlo

RIL - s konzervaci |Neuvedenc 10 48 hod Azidiol

- bez konzervac®&leuvedend 10 10 hod nebo
Heschenov(

¢inidlo

Pokud je mozné vzorky konzervovat, konzervaci doda laboratofr.



Vzorky pro ostatni mikrobiologické zkousky (nestanovi-li laboratof jinak) se nekonzervuiji,
zchladi se co nejdfive na teplotu do 5°C a musi se zpracovat do 24 hodin.

5. Postup odbéru vzorku

Pred odbérem vzorkl se mléko dlikladné promicha pfevracenim, michanim, prelévanim z jedné
nadoby do druhé o stejném objemu, dokud neni dosazeno tplné homogenity, ale tak, aby se
nevytvorila péna.

5.1. michani mléka

Pro dosazeni pokud moZno rovnomérné distribuce mikroorganismu se analyticky vzorek
dlkladné promichava rychlym 25nasobnym prevracenim nadoby, ktera jej obsahuje. Je tfeba
zabrdanit pénéni nebo ponechat pénu rozptylit. Interval mezi promichavanim a odbérem
zkuSebniho vzorku nesmi pfesahnout 3 minuty.

5.1.1. malé nadoby, védra, konve

Mléko se dikladné micha prelévanim mezi 2 ndadobami, michanim naptiklad nabérackou
vertikalnimi pohyby (ne krouzivymi horizontalnimi, protoze vyvstaly tuk by se nerozptylil po
celém objemu nadoby).

5.1.2. tanky nebo nadrze na mléko

Mléko se mechanicky micha nejméné po dobu 5 minut, dokud neni dosazeno dostatecné
homogenity. Pokud je nadrz vybavena ¢asové programovanym periodicky provozovanym
michacim systémem, je mozné odebirat vzorky po pouze kratkém promichdani (1-2 min).

V pripadech, kdy je vrtule michadla blizko povrchu mléka, nema byt michadlo pouzito, protoze
by se snadno mohla vytvofit péna.

5.2. ruéni odbér mléka

5.2.1. ru¢ni odbér individualnich vzorkt

Rucni odbér individualnich vzork( mléka probiha stejné jako bazénovych, pokud jde nadoj do

konvi. Je-li dojirna vybavena méfici nadoje, probiha odbér individualnich vzorku dle kap. 5.3.1.
5.2.1.1. ruéni odbér individualnich vzorkd mléka odstfikem mlécné Zlazy

Vzorky mohou byt odebirany individualné z kazdé Ctvrti mlécné zlazy, nebo jako smésny vzorek
ze vsech 4 strukd.

PFi odbéru vzorku vzdy pracujte v jednorazovych vydezinfikovanych rukavicich! Vzorky mléka
vidy odebirejte po toaleté mlééné Zlazy pred zacatkem dojeni. Odstrante necistoty s povrchu
struku a otfete vlhkou individualni utérkou.

Oddojte 6-7 stfiki mléka z kazdé ¢tvrti do oddojovaci nadobky. Otrete struk jednorazovou
utérkou s dezinfekci (nebo aplikujte predipp) a otfete suchou utérkou. Pro kazdy struk zvlast
provedte dikladnou dezinfekci povrchu klze struku tamponem namocenym v alkoholu s
dlirazem na hrot struku resp. vyusténi strukovych kanalka.



Vezméte sterilni zkumavku, odzatkujte a uchopte tak, aby se zatka nemohla kontaminovat.
Zkumavku drzte v ndklonu 45 stuprit a v co nejkratsim ¢ase po odbéru ji uzaviete. (Vyvarujte se
jakékoli kontaminace nabraného obsahu, pokud k nému preci doslo, odbér provedte znovu do
nové sterilni zkumavky)

Vzorkovnici oznacime stejnym cislem jako na protokol o odbéru vzork(. Ddle vyplnime do
protokolu o odbéru vzorku &islo chovu, adresu a misto odbéru, datum pfip. hodinu odbéru,
poZadavek na rozbor, okolnosti odbéru a ¢islo dojnice.

5.2.2. ruéni odbér bazénovych vzork( mléka

Nabérackou nabereme mléko z nadoby, ze které budeme odebirat vzorek a jim vyplachneme
smésnou nadobu, dale nabereme vétsi mnozstvi mléka do smésné nadoby a z ni po promichani
odebereme vzorek do pripravené sterilni vzorkovnice. Zbytek mléka vylijeme zpét.

Vzorkovnici ozna¢ime stejnym Cislem jako na protokol o odbéru vzorkl. Dale vyplnime do
protokolu o odbéru vzork( Cislo chovu, adresu a misto odbéru, datum pfip. hodinu odbéru,
pozadavek na rozbor a okolnosti odbéru.

5.3. odbér mléka automatickymi vzorkovaci

5.3.1.odbér individudlnich vzork(
5.3.1.1. odbér individualnich vzork{ pomoci mlékoméru (mérice nadoje)

Objem mléka, ze kterého se bude odebirat vzorek, musi byt bezprostfedné pred odbérem
vzorkd mléka dostatecné promichan dle pokyn( vyrobce mérice; pokud neni méri¢ konstruovan
k automatickému odbéru vzork(, mléko se prelije do jiné nadoby odpovidajici velikosti a odtud

je vzorek odebran.

v vev

Pokud je méri¢ konstruovan k odbéru individudlnich vzorkd mléka, odbér probiha dle ndvodu
vyrobce pritokového méfi¢e mléka a vzorkovaciho zafizeni.

Povéreny pracovnik je povinen maximalné omezit styk mléka urceného k odbéru vzorkd se
stadjovym prostfedim a musi zajistit identifikovatelnost vzorku.

5.3.1.2. odbér individualnich vzork( pti robotickém dojeni

Odbér vzorkl je fizen softwarovym vybavenim robotické jednotky bez zasahovani lidského
faktoru. Po ukonceni vzorkovani jsou vzorky vyjmuty ze vzorkovaciho zafizeni.

5.3.2. odbér bazénovych vzorka

Vzorkovaci zatizeni pro odbér bazénovych vzorkl mléka je umisténo na svoznych cisternach.
Odbér vzorku probiha dle ndvodu vyrobce a provadi ho opravnénd osoba (fidic cisterny).

5.4. Vzorky pro stanoveni mikroorganismd metodou real-time PCR:

Ke stanoveni mikroorganism( metodou real-time PCR Ize pouZit i vzorky odebirané k jinym
analyzam (vzorky, odebrané k mikrobialni kultivaci, ke stanoveni poc¢tu SB nebo jinych
mlécnych parametrl — KU)



Vzorky jsou odebirany do sterilnich jednorazovych polypropylenovych vzorkovnic.

Mohou byt odebirany vzorky mléka syrového (Cerstvého) i konzervovaného chlazenim,
mrazenim, konzervacnimi ¢inidly (bronopol, dvojchroman draselny).

K real-time PCR mohou byt bazénové (tank) i individualni vzorky, odebirany rucné i
automatickymi vzorkovaci.

K detekci patogen, které zpUsobily zanét |ze odebrat vzorky od krav |éCenych antibiotiky, nebo
jinak inhibovanym rtstem mikroorganism.

6. preprava a uchovani vzorka

Uchova a odeslani vzorkl ma byt provadéno tak, aby stav vzorku v dobé odbéru zGstal
nezménén az do zahajeni zkusebniho postupu.

Teploty Gchovy vzork( (viz. tabulka 1) po odbéru by se mélo dosahnout co nejrychleji.

Pokud laboratof nestanovi jinak, vzorky odebrané do sterilnich vzorkovnic se zchladi na
maximalni teplotu 5°C a dopravi do laboratore co nejdrive.

K prepravé vzorku se pouZivaji takové nadoby, aby se teplota vzork( udrzela v daném rozmezi
po celou dobu prepravy. Pouzivaji se napf. chladici boxy s chladicimi vlozkami.
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