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1.  Úvod
Zdravotná bezpečnosť potravín je v posledných rokoch považovaná za nosnú tému potravinárstva, či už z pohľadu neustále sa sprísňujúcej legislatívy, rozvíjajúcich a zdokonaľujúcich sa analytických metód kontroly, zavádzania systémov manažérstva kvality od poľnohospodárskej prvovýroby až po finálnu výrobu potravín a tiež prioritného financovania výskumných projektov orientovaných na bezpečnosť potravín v európskom aj národnom rozmere. Táto skutočnosť, ako aj súčasný skeptický postoj verejnosti k rade potravinových reťazcov, sú vyvolané celou radou potravinových škandálov posledných pätnástich rokov (chlorované bifenyly, BSE, dioxíny a mnohé ďalšie), čím sa bezpečnosť potravín stáva prioritnou.

2.  Cudzorodé látky v potravinovom reťazci

Zvyšovanie efektívnosti poľnohospodárskej výroby prináša so sebou využívanie veľkého množstva chemických prípravkov, a to ako pri výrobe krmív, tak aj na farmách pri výrobe mlieka. Tieto látky sa následne v dôsledku nedodržiavania správnych technologických postupov dostávajú do poľnohospodárskych produktov, vrátane mlieka dojníc, oviec, či kôz. Tieto cudzorodé látky (CZL) nie sú prirodzenou súčasťou mlieka, sú však mliekom vylučované. Úspešnosť pri výrobe potravín je do značnej miery závislá na dostatku kvalitných surovín a použitia správnej výrobnej praxe. Pozornosť si preto zasluhuje poznanie problémov a ciest možného prieniku CZL do potravinového reťazca a  prevencia vstupu rezíduí do tohto reťazca. 

2.1  Kontrola cudzorodých látok v rezorte pôdohospodárstva
Systematická kontrola CZL sa v rezorte pôdohospodárstva vykonáva od roku 1986 tak, že gesčná pôsobnosť je rozdelená medzi jednotlivé kontrolné orgány rezortu. Kontrolu zdravotnej neškodnosti surovín a potravín živočíšneho pôvodu vykonávajú orgány štátnej veterinárnej a potravinovej správy (ŠVPS). Kontrola sa zameriava predovšetkým na rizikové komodity, lokality a parametre, vrátane došetrovania príčin kontaminácie, čím sa má zabezpečiť minimalizovanie výskytu CZL v požívatinách. Úlohou kontroly nie je podávať objektívne informácie o stave kontaminácie, toto je náplňou monitoringu, ktorý sa v rezorte pôdohospodárstva realizuje od roku 1991. 
Čiastkový monitorovací systém „Cudzorodé látky v potravinách a krmivách“ je od roku 1993 súčasťou celoplošného Monitoringu životného prostredia, ktorý pozostáva z desiatich čiastkových monitorovacích systémov. Jeho cieľom je získať reálne údaje o kontaminácii surovín, potravín a krmív vo vzájomnej príčinnej súvislosti s kontamináciou životného prostredia Slovenskej republiky na jednej strane a expozíciou obyvateľstva na strane druhej. Je zložený z troch samostatných subsystémov: Koordinovaný cielený monitoring (KCM), Monitoring spotrebného koša (MSK), Monitoring poľovnej zveri a rýb (MZR).

Cieľom KCM je zistiť v reálnych podmienkach poľnohospodárskej prvovýroby vo vybraných lokalitách, vzájomný vzťah medzi stupňom kontaminácie poľnohospodárskej pôdy, závlahovej vody, napájacej vody, rastlinnej a živočíšnej produkcie a získať  informácie o kontaminácii jednotlivých zložiek potravinového reťazca v objektívnych podmienkach aktuálneho stavu životného prostredia vybraných lokalít SR. Cieľom MSK, ktorý sa realizuje od roku 1993, je získať objektívne údaje o kontaminácii potravín v obchodnej sieti a následne vyhodnotiť expozíciu obyvateľstva sledovanými kontaminantmi. 
Pre zabezpečenie poskytovania informácií o kontaminácii potravinového reťazca bol v rezorte pôdohospodárstva vybudovaný „Informačný systém o cudzorodých látkach”. Všetky údaje o kontaminácii sú sumarizované a vyhodnocované v Stredisku pre vyhodnocovanie výskytu CZL zriadenom na Výskumnom ústave potravinárskom. Počítačové spracovanie analytických výsledkov z kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva za sledované obdobie umožňuje spätne prehodnocovať jednotlivé nálezy podľa práve platných záväzných hygienických predpisov (limitov) i porovnávať priemerné hodnoty jednotlivých CZL. Výsledky sa každoročne poskytujú rezortným organizáciám priamo zúčastneným na kontrole a monitoringu, poľnohospodárskym podnikom, ktoré boli v danom roku monitorované, ako aj Ministerstvu pôdohospodárstva Slovenskej republiky (MP SR), Ministerstvu zdravotníctva Slovenskej republiky (MZ SR), či Ministerstvu životného prostredia Slovenskej republiky (MŽP SR). Poskytovanie výsledkov monitorovaným poľnohospodárskym subjektom im umožňuje samostatne identifikovať zdroj kontaminácie CZL a prijať nápravné opatrenia, respektíve konzultovať vhodnosť navrhovaných opatrení s pracovníkmi rezortných organizácií a strediska. Od vstupu SR do EÚ sú nevyhovujúce potraviny a krmivá, ktoré by mohli ohroziť zdravie obyvateľov hlásené cez Rýchly výstražný systém pre potraviny (RASFF). Tým sa členské štáty vzájomne informujú o rizikových potravinách s cieľom prijať okamžité opatrenia a chrániť zdravie obyvateľov.
Systém kontroly rezíduí CZL v živých zvieratách a v produktoch živočíšneho pôvodu má svoje pravidlá, ktoré sú povinné dodržiavať nielen členské štáty, ale aj tretie krajiny v rámci funkčnosti medzinárodného obchodu. Štátna veterinárna a potravinová správa Slovenskej  republiky každoročne zostavuje podľa platnej legislatívy Národný plán kontroly rezíduí v živých zvieratách a v produktoch živočíšneho pôvodu. 

Cieľom kontroly CZL prostredníctvom tohto plánu je získavanie prehľadu o súčasnom stave kontaminácie jednotlivých zložiek potravinového reťazca, vykonanie účinných opatrení na odstránenie zistených nedostatkov a zamedzenie ich ďalšieho výskytu. Výsledky z tohto monitorovacieho programu ŠVPS SR vyhodnocuje a zasiela ich aj Európskej komisii. Monitoring sa v prvom rade zameriava na detekciu a kontrolu všetkých zakázaných látok u zvierat produkujúcich potraviny a v produktoch živočíšneho pôvodu, pričom vzorky nesmú obsahovať ani stopy rezíduí zakázaných látok a v neposlednej miere na kontrolu, či predmetné vzorky biologických materiálov živých zvierat, vzorky  živočíšnych produktov  a krmív neprekračujú povolené maximálne reziduálne limity veterinárnych liečiv, pesticídov a kontaminantov. Rozsah a frekvencia odberu úradných vzoriek v rámci Národného plánu kontroly rezíduí je určená, popri iných produktoch živočíšneho pôvodu, aj pre mlieko.  
2.2  Cudzorodé látky – inhibičné látky v mlieku

Cudzorodé látky prenikajú do tela zvierat prostredníctvom krmív, v podstate sa jedná o transfer voda - pôda – rastliny - živočích a následne sa dostávajú ich rezíduá do produkovaných surovín, v prípade dojníc, oviec a kôz sa rezíduá objavujú hlavne v  mlieku. Kontaminanty a ich prienik do mlieka a mliečnych výrobkov je znázornený na obr. 1. 

Najčastejšie sa v mlieku vyskytujú rezíduá inhibičných látok (RIL). Pojmom inhibičné látky (IL) sa všeobecne označujú látky, ktoré svojimi bakteriostatickými a baktericídnymi účinkami inhibujú činnosť ušľachtilých mliekarenských kultúr používaných pri spracovaní mlieka na fermentované mliečne výrobky a syry. 
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Obr. 1  Kontaminanty mlieka a mliečnych výrobkov a ich zdroje

Výskyt RIL v surovom mlieku, ktoré je určené na ďalšie spracovanie možno posudzovať z viacerých hľadísk:

· z hľadiska negatívneho vplyvu na ľudské zdravie,
· z hľadiska kvality mliekarenskej výroby, 
· z hľadiska preplácania mlieka (značné finančné straty pre prvovýrobu mlieka).   
Hygienické (zdravotné riziká) z príjmu mlieka kontaminovaného IL vyplývajú najmä z príjmu malých dávok antibiotík. Takéto dávky môžu ovplyvniť zdravie spotrebiteľa priamo v dôsledku zmien v skladbe prirodzenej črevnej mikroflóry, záťaže organizmu nežiadúcimi látkami, alergizáciou organizmu, provokáciou alergických reakcií, imunosupresívnymi účinkami – znížením obranyschopnosti organizmu a pod. Nepriame ovplyvnenie potom vyplýva v posune citlivosti mikrobiálnej črevnej flóry a flóry v ekosystéme, indukcii mikrobiálnych rezistencií a pod. Reziduá IL môžu mať aj karcinogénne účinky.

Zdravotné aspekty reziduí čistiacich a dezinfekčných prostriedkov sú závislé od ich druhu. Ich prítomnosť znižuje antioxidačnú kapacitu mlieka, t.j. schopnosť lapať, redukovať radikály (čo zabezpečujú tokoferoly - vitamín E, ( - karotenoidy, kyselina askorbová - vitamín C) a zvyšuje obsah voľných kyslíkových radikálov podieľajúcich sa na tvorbe vzniku a vývoji diabetes, spôsobujúcich nádorové ochorenia, predčasné starnutie - aterosklerózu a peroxidáciu lipidov - polynenasýtených mastných kyselín, spôsobuje vznik alergénov a pseudoalergénov v mlieku a reakciou zásaditých a kyslých látok s mliečnymi zložkami vznikajú nežiaduce soli, ktoré zbytočne zvyšujú krvný tlak. Toxikologické aspekty čistiacich a dezinfekčných prostriedkov záležia na ich druhu. Alkalické alebo kyslé prostriedky spôsobujú v určitých koncentráciách lokálne dráždenie, je však známa u niektorých osôb vysoká individuálna citlivosť pri kontakte s prejavom zápalovej reakcie.

Zo zdravotného hľadiska sú rizikové aj ťažké kovy (najmä arzén, olovo, kadmium, chróm, nikel, selén, ortuť, zinok), ktoré pôsobia ako enzýmové jedy, viažu sa na bielkoviny, pôsobia ako katalyzátory pri oxidácií lipidov a tiež zhoršujú organoleptické vlastnosti surovín. Zlúčeniny niklu sú toxické pre vyvolávajúcu karcinogenitu dýchacích ústrojov, ale v malých dávkach je nikel základným prvkom pre živé organizmy. Zo škodlivých účinkov ortuti je treba zdôrazniť hlavne poškodenie pečení a obličiek. Olovo sa v organizme viaže najmä na červené krvinky a ukladá sa v kostiach.

Zdravotne rizikové sú aj cudzorodé rádioaktívne látky (zvlášť nebezpečné sú najmä rádionuklidy s dlhým polčasom rozpadu. Z hygienického hľadiska je najzávažnejšia skutočnosť, že rádionuklidy ako céziun (Cs), stroncium (Sr) a jód (J) sú v značnej miere eliminované práve mliekom. 131J je napr. považovaný za najzávažnejší rádionuklid pre afinitu k štítnej žľaze. Rádioizotopy Sr sa v ľudskom organizme hromadia spoločne s vápnikom v kostiach. 137Cs sa v ľudskom organizme ukladá spolu s draslíkom vo svalovine a mozgu. 

Zo zdravotného hľadiska sú nebezpečné aj mykotoxíny, ktoré môžu prejsť do mlieka v pôvodnej forme alebo metabolicky pozmenené a tým ohrozovať zdravie konzumentov (vyznačujú sa vysokou toxicitou a ich hlavný biologický účinok je karcinogénny, teratogénny, mutagénny a hepatotoxický). 

 Vplyvy toxických látok na zdravie človeka sú odvodzované z výsledkov získaných v pokusoch na zvieratách. Na základe týchto výsledkov sú pre toxické a nežiadúce látky stanovené limitné hodnoty ich obsahu. 

Tzv. NEL limit (Non effect limit) je množstvo látky udanej v mg na kg živej hmotnosti, ktoré neovplyvňuje organizmus po stránke klinickej a ďalej neovplyvňuje ani hematologické a enzymatické parametre krvi a histologický obraz tkanív. 

Tzv. ADI limit (acceptable daily intake) znamená, že denný príjem látky v udanom množstve (mg/kg živej hmotnosti/deň) behom celého života nepredstavuje s ohľadom na súčasné znalosti zdravotné riziko. 

Limit MRL (maximálny reziduálny limit) je maximálna prípustná koncentrácia látky v mg/kg potraviny.

Technologické riziká rezultujúce z prítomnosti RIL (najmä liekov – antibiotík) v mlieku spočívajú v nekvalitnom technologickom procese výroby fermentovaných výrobkov, syrov. Inhibíciou mikroorganizmov mliekarenských kultúr dochádza k nedostatočnej fermentácii prejavujúcej sa nedostatočným okyslením výrobkov a z toho plynúcich zmien zmyslového profilu takýchto výrobkov. Súčasne je tu možnosť rozvoja nežiadúcej kontaminačnej mikroflóry, eventuálne i spojenej s rozvojom choroboplodných mikroorganizmov.

Technologické riziká reziduí čistiacich a dezinfekčných prostriedkov spočívajú v transfere cudzorodých látok do mlieka, v zmene oxidačno-redukčného potenciálu a acidobázickej rovnováhy mlieka, čo spôsobuje falošne negatívne výsledky testov na prítomnosť antibiotík,  nevhodnosť mlieka na spracovanie čistými mliekarenskými kultúrami (svojim baktericídnym účinkom pôsobia inhibíciu fermentačných procesov - najmä prostriedky na báze quartérnych amóniových solí) a zmenenú až defektnú chutnosť mliečnych výrobkov. 

Z ťažkých kovov vykazuje (okrem zdravotného aspektu) toxický účinok na rast a metabolizmus baktérií mliečneho kysnutia (čo vo svojich výskumom potvrdili napr. fínski výskumníci, keď jeho koncentrácia 7 (g.l-1 v odstredenom mlieku spôsobila výraznú inhibíciu tvorby kyseliny mliečnej za 24 h) kadmium. 

Rezídua pesticídov, ako ich zisťujeme v mlieku, neovplyvňujú kultúrne streptokoky a laktobacily, až 100-1000 násobné koncentrácie chlórovaných uhľovodíkov pôsobia inhibičné na kysacie mikroorganizmy.

Výsledky výskumných prác pri sledovaní vplyvu výskytu mykotoxínov na fermentačné procesy pri výrobe jogurtov (sledovaním kysacej schopnosti mlieka) dokázali, že nielen vysoké, ale aj veľmi nízke a reálne koncentrácie použitého mykotoxínu zearalenon (0, 10, 100, 250, 500, 1000 μg/l) významne negatívne ovplyvňujú charakteristiku fermentačného procesu, pričom medzi koncentráciami mykotoxínu  nie sú v negatívnom účinku na ušľachtilú mliekarenskú kultúru príliš podstatné rozdiely. Účinky nízkych koncentrácií sú veľmi podobné a porovnateľné s účinkami vyšších dávok zearalenonu. 

Stanovenie RIL inhibujúcich rast  mliekárenských kultúr musí byť u surového mlieka  v prípustných hodnotách povolených MRL. MRL je definovaný podľa typu  a koncentrácie rezídua, ktoré je bez nebezpečia pre ľudské zdravie, vyjadrené na základe akceptovateľného denného príjmu a s možnosťou analýzy dostupnými metódami. Prekročenie hodnoty MRL vylučuje potravinárske suroviny z použitia pre výrobu potravín a pre priamu výživu ľudí, pričom platnosť najvyšších prípustných množstiev rezíduí je stanovená na základe súčasného vedeckého poznania a preto je nutné tieto hodnoty považovať za dočasné.

Treba povedať, že človek ako konzument mlieka je pred vysokým príjmom CZL chránený metabolizmom dojníc. Je však potrebné poznať a sledovať nielen absolútne množstvo jednotlivých CZL, ale aj ich transport do mlieka.

2.2.1  Zdroje pôvodu inhibičných látok v mlieku

Inhibičné látky v mlieku možno z hľadiska ich pôvodu rozdeliť na:

· primárne (prirodzené),
· sekundárne (získané). 
Primárna (prirodzená) inhibícia mlieka je daná výskytom prirodzených látok v mlieku s inhibičným účinkom. Mlieko obsahuje všetky živiny, ktoré mláďa potrebuje pre svoj život vrátane ochranných látok chrániacich plod pred pôsobením choroboplodných baktérií. Tento ochranný mechanizmus čerstvého mlieka môže inhibovať aj kultúrne baktérie potrebné pri fermentácií. 
Ochranný systém týchto látok spočíva medzi iným na enzýme laktoperoxidáza, ktorý je účinný za prítomnosti ďalších kofaktorov: tiokyanátu a peroxidu vodíka (H2O2). Laktoperoxidáza je v surovom mlieku prítomná v dostatočnom množstve. Tiokyanát sa vyskytuje v množstve závislom na zložení kŕmnej dávky dojnice. Vzniká napr. hydrolýzou kyanogénnych glykozidov. Tretím komponentom je H2O2, ktorý musí byť do systému dodaný. V mlieku prítomná xantinoxidáza  má však schopnosť katalyticky pôsobiť na vznik peroxidu, napr. z mliečnych lipidov. Iným zdrojom peroxidu je metabolizmus kyslíka u katalázo negatívnych laktokokov a laktobacilov. Za aktívnu inhibičnú zložku sa považuje oxidačný medziprodukt  po oxidácii thiokyanátu.
Ďalšími natívnymi inhibítormi kultúrnych mikroorganizmov môžu byť enzým lyzozým, laktoferín, imunoglobulíny, niektoré lipidy, organické kyseliny, vitamíny viažuce bielkoviny, prípadne ďalšie. V normálnom mlieku sa tieto látky nachádzajú v nepatrnom množstve a inhibične pôsobia len krátku dobu (cca 2 hod.). Ich obsah sa výrazne zvyšuje v mledzive, v mlieku starodojných kráv a nemocných dojníc, ale aj pri stresových situáciách pod. Väčšina týchto látok pasterizáciou stráca inhibičnú účinnosť.

Sekundárna (získaná) inhibícia mlieka je spôsobená zmenou tzv. rovnovážneho stavu (normálneho zloženia) mlieka, alebo kontamináciou mlieka IL rôzneho charakteru a pôvodu. Sekundárnu inhibíciu teda možno rozdeliť na:
· fyziologickú,

· kontaminačnú. 
Fyziologická sekundárna inhibícia mlieka je spôsobená zmenou zloženia mlieka následkom dlhodobo pôsobiacich nepriaznivých faktorov v chove dojníc. Najvýraznejšie sa tu prejavujú:

· dietetické a najmä metabolické poruchy dojníc spôsobené dlhodobým vplyvom nesprávnej výživy (acidózy, ketózy, alkalózy),

· poruchy zdravotného stavu dojníc (najmä horúčkovité ochorenia a zápalové ochorenia mliečnej žľazy). 
Pôsobením týchto faktorov dochádza k zmene normálneho zloženia mlieka (mení sa pomer vápenatých a fosforečných solí, zvyšuje sa množstvo chloridov, zvyšuje sa množstvo albumínov a globulínov), čo negatívne vplýva na rast a rozmnožovanie čistých kultúr baktérií mliečneho kysnutia používaných pri spracovaní mlieka. Znamená to, že i mlieko bez preukázaných kontaminačných IL nemusí byť pre baktérie mliečneho kysnutia vhodným prostredím. Tieto mikroorganizmy sú totiž na rozdiel od väčšiny kontaminujúcich mikroorganizmov vysoko citlivé na vonkajšie podmienky. Preto mlieko pre výrobu fermentovaných mliečnych výrobkov, tvarohov a najmä syrov (dlhodobý proces fermentácie v priebehu zrenia) musí vykazovať výbornú kysaciu schopnosť. K jej vyjadreniu sa používa tzv. jogurtový test, ktorý neslúži na zisťovanie IL v mlieku, ale sa ním potvrdzuje, či je mlieko z hľadiska svojho zloženia vhodným médiom pre rast a rozmnožovanie mliečnych kultúr.
Kontaminačná sekundárna inhibícia mlieka (označovaná aj ako reziduálne inhibičné látky - RIL), predstavuje najvýraznejšie zdravotné a technologické riziko. Efektívna poľnohospodárska výroba so sebou prináša používanie veľkého množstva chemických prípravkov, a to ako pri výrobe krmív, tak na farmách pri chove zvierat. Tieto látky sa v dôsledku nedodržiavania správnych technologických postupov dostávajú do všetkých poľnohospodárskych produktov a teda aj do mlieka. Rezíduá rôznych látok používaných k ochrane rastlín, príprave a skladovaniu krmív, k prevencii a liečbe dojníc sa do mlieka dostávajú v priebehu sekrécie v mliečnej žľaze, resp. pri získavaní, ošetrovaní a skladovaní mlieka. Kontaminácia mlieka IL však prichádza v úvahu nielen v procese jeho získavania, ale aj samotného spracovania (prepravné, výrobné zariadenia). Čiže ku kontaminácii surového mlieka, či mliečnych výrobkov IL môže dôjsť intravitálne alebo dodatočne.
Hlavnými zdrojmi kontaminačnej inhibície mlieka sú teda najmä:
· veterinárne liečivá aplikované pri liečení dojníc (antibiotiká, chemoterapeutiká, antiparazitiká, neuroleptiká, hormóny a iné) alebo cez medikované kŕmne zmesi
· reziduá rôznych čistiacich a dezinfekčných prostriedkov, 

· agrochemikálie (pesticídy, ťažké kovy, rádionuklidy, insekticídy, PCB, stimulátory rastu, emisie a pod.), 
· mykotoxíny (krmivá), rastlinné fytoncidy,

· aditíva krmív (stopové prvky, konzervačné látky, antioxidanty a iné),
· iné látky (bakteriofágy...). 
Dlhodobé sledovania výskytu inhibície v mlieku vedú k poznatku, že takmer 95 % prípadov sekundárnej kontaminačnej inhibície je inhibícia antibiotického charakteru, približne 2,5 % je determinované ostatnými liečivami (sulfonamidy) a reziduálnymi zvyškami čistiacich a dezinfekčných prostriedkov, 1 % môžu spôsobovať mykotoxíny z krmív (jadrové, objemové), 1 % môžu spôsobovať rezíduá agrochemikálií alebo niektoré konzervačné látky a potom len asi 0,5 % zostáva na prirodzené inhibítory v mlieku. 
Napriek rastúcemu potencionálnemu riziku výskytu RIL skutočná frekvencia nálezov postupne klesá a to i napriek rastúcej citlivosti detekčných testov. To je dobrý jav pre rast bezpečnosti potravinových reťazcov. Pravdepodobne je to dané rastúcou zodpovednosťou chovateľov pri dodržiavaní zásad praktickej prevencii výskytu RIL, ktoré sú všeobecne známe. 

Početnosť výskytu RIL v dodávanom surovom mlieku v Slovenskej republike je porovnateľná s výskytom vo vyspelých mliekarenských krajinách. V roku 2006 v rámci kontroly kvality nakupovaného surového mlieka v Centrálnom laboratóriu VÚM Žilina bolo z celkového počtu vyšetrených vzoriek mlieka pozitívne na prítomnosť RIL (pri použití súpravy Delvotest SP) identifikovaných 0,47 % vzoriek, pričom výkyvy v jednotlivých mesiacoch roka boli spôsobené predovšetkým cieleným skúšaním vzoriek, u ktorých sa prítomnosť rezíduí inhibičných látok predpokladala.  

2.2.1.1  Liečivá (antibiotiká, sulfonamidy a iné) 
Pri intravitálnej kontaminácií surového mlieka sa jedná hlavne o kontamináciu liekmi, nakoľko väčšina liečiv aplikovaná dojniciam (ale aj kozám a ovciam) počas laktácie sa môže ním vylučovať. Z celej rady veterinárnych liečiv sa v mlieku najčastejšie vyskytujú antibiotiká a chemoterapeutiká používané k liečbe mastitíd dojníc v laktácii. Príklady použitia liečiv pri liečbe dojníc uvádza nasledujúca tabuľka 1.   

Tab. 1: Príklady použitia antibiotík a sulfónamidov pri liečbe dojníc 

	 Skupina
	Pôvod
	Spektrum
	Pôsobenie

	Beta-laktámy
	Produkované plesňami Penicillium a Cephalosporium
	Prírodné penicilíny a cefalosporíny: úzke (G+ baktérie). Semisyntetické penicilíny: široké (G+ a G- baktérie)
	Bekteriocídne Inhibícia syntézy bunkových stien (peptidoglykan)

	Tetracyklíny
	Prírodné produkty Streptomyces
	Široké (G+ a G- baktérie)
	Bakteriostatické Inhibítor syntézy bielkovín

	Sulfónamidy
	
	Úzke (Streptococcus pneumoniae, β -hemolytické streptokoky, E. coli) 
	Bakteriostatické
Kompetetívny inhibítor

	Aminoglykozidy
	Prírodné produkty Streptomyces
	Široké (G+ a G- baktérie)
	Bakteriocídne
Inhibítor syntézy bielkovín

	Makrolidy
	
	Úzke (G+ baktérie, Neisseria, Legionella)
	Bakteriostatické

Inhibítor syntézy bielkovín

	Chinolóny
	Syntetické
	Úzke (G- baktérie)
	Baktericidálne

Inhibítor replikácie DNA

	Rifamycíny
	Prírodné produkty Streptomyces
	Úzke (G+ baktérie a niektoré G-)
	Baktericidálne

Inhibítor syntézy mRNA


Niektoré liečiva môžu meniť chuť, arómu, resp. technologické vlastnosti mlieka, ale čo je dôležité, liečiva zostávajú i ako vylúčené rezíduá poväčšine biologicky aktívne, pričom najdôležitejšie z týchto látok sú tie, ktoré majú i v malých koncentráciách dostatočný inhibičný účinok, ako to je napríklad pri antibiotikách, chemoterapeutikách (sulfónamidy) a podobne. 

V mliečnych výrobkoch (najmä fermentovaných) môžu byť zdrojom antibiotík aj  produkty mliekarenských kultúr zo zákysov (napr. nizín) alebo antibiotiká používané ako konzervačné látky (napr. natamycín). 

Z technologického hľadiska rezíduá liečiv svojimi bakteriostatickými a baktericídnymi účinkami inhibujú rast čistých mliekarenských kultúr (napr. 1 liter mlieka obsahujúce 10 m.j. penicilínu v 1 ml znehodnotí až 1000 l mlieka). Citlivosť mliekarenských kultúr na sulfónamidy nie ja taká vysoká ako na antibiotiká.

Pri liečbe dojníc sa najčastejšie používajú β-laktámové antibiotiká, pretože majú najlepšiu schopnosť difúzie a distribúcie v mliečnej žľaze (Ampicillin, Amoxicillin, Erytromycín, Tylozín a Penicillin G). Aj výsledky v rámci kontroly kvality nakupovaného surového mlieka v centrálnom laboratóriu VÚM Žilina potvrdzujú, že vo viac ako v 90 % boli u pozitívnych vzoriek na RIL dokázané predovšetkým rezíduá β-laktámových antibiotík. Na základe údajov ŠVPS SR v priemere 15 % predaných antibiotík v SR je tetracyklínovej rady. Antibiotika tetracyklínovej rady sa používajú najmä u dojníc po otelení v prípade liečby infekcií materníc. 

Pre liečbu akútnych mastitíd dojníc sa celosvetovo využívajú dva spôsoby aplikácie liekov (zväčša antibiotík, resp. chemoterapeutík) a to parenterálna (intramuskulárnou injekciou) a intramammárna. Parenterálna terapia je v súčasnosti najčastejšou doplnkovou terapiou intramammárnej liečby pri perakútnych a akútnych mastitídach. Náročne kritéria kladené na túto aplikačnú formu pri liečbe mastitíd nespĺňa žiadne z dostupných antibiotík (ide predovšetkým o dobrý prestup z telových tekutín do mlieka a dosiahnutie požadovanej minimálnej baktericídnej koncentrácie pre väčšinu patogénov vemena, ako aj nízky obsah rezíduí po ukončení liečby). Bariéru krv - mlieko relatívne dobre prekonávajú spiramycín, linkomycin, tylozín, ale aj erytomycín.

V súčasnosti sa terapeuticky pri mastitídach dojníc používajú antibiotické prípravky (resp. chemoterapeutiká) v rôznych liekových formách a sú určené k intramammárnej aplikácií. Kritéria ideálneho antibiotického prípravku určeného pre intramammárne podanie  sú prísne (minimálne iritovať mliečnu žľazu, vykazovať nízku minimálnu inhibičnú koncentráciu pre väčšinu patogénov vemena, mať nízky stupeň viazania  na bielkoviny mlieka a tkaniva mliečnej žľazy, po chemickej stránke vykazovať znaky slabej zásady alebo podobnej vysoko neionizujúcej formy v mlieku, mať dostatočnú rozpustnosť v lipidoch, vyžadovať krátke obdobie pre vyradenie mlieka z dodávky od liečenej dojnice).

Množstvo a dĺžka vylučovania liečív pri parenterálnej a intramamárnej aplikácii antimikrobík sú zväčša priamoúmerne veľkosti použitej dávky antimikrobika, jeho farmakokinetickým a farmakodynamickým vlastnostiam podmienených hlavne použitým vehikulom. Vylučovanie závisí aj od stupňa patologických zmien a patologického procesu prebiehajúceho v mliečnej žľaze, frekvencie vydojovania postihnutej štvrte, ale aj od rýchlosti prebiehajúcich reparačných procesov. Tieto a ďalšie skutočnosti sú významné pri posudzovaní vhodnosti lieku pre liečbu sekrečných porúch mliečnej žľazy. Pri aplikácii antibiotík iba do jednej alebo niekoľko štvrtiek prechádzajú antibiotika i do mlieka z neliečených štvrtiek a to tak, že po resorbcii do krvného obehu sa vylučujú mliekom i zo štvrtiek neliečených a to skoro v rovnakých koncentráciách ako zo štvrtiek liečených.

Pri náleze rezíduí antibiotík v mlieku môžeme s istou povedať, že majú pôvod v terapii zvierat, ak zjavne nejde o ich úmyselne pridanie do mlieka, nakoľko vzhľadom k chemickej štruktúre je 75 – 80 % antibiotík používaných pre parenterálnu aplikáciu v praxi vylučovaných laktujúcou mliečnou žľazou. Koncentrácia vylučovaných antibiotík mliekom podlieha dynamickým zákonom eliminácie týchto látok z organizmu. Najvyššie hladiny antibiotík v mlieku sú dosahované krátko po ich podaní (asi po 6 hodinách), postupne klesajú, až úplne vymiznú. V najväčšej miere dochádza ku kontaminácii mlieka antibiotikami po intracisterálnej prípadne intramamárnej liečbe ochorení mliečnej žľazy. Pri antibiotických intramamárne aplikovaných prípravkoch bolo empiricky dokázané, že prípravky rozpustné vo vode, resp. emulgované v jednoduchých olejových suspenziách majú v porovnaní s antibiotickými intramamárnymi prípravkami, ktoré sú rozpustné v tukoch výrazne kratšiu dobu vylučovania. Neporovnateľne dlhšie sa vylučujú  rezíduá u depotných foriem prípravkov, pričom intramamárne prípravky určené pre liečbu dojníc v zasušení majú zjavne depotný (resp. protrahovaný) účinok a ich aplikácia laktujúcim dojniciam privodí prítomnosť rezíduí v mlieku takto ošetrenej štvrte (ale aj susedných) dlhú dobu, t.j. 10 a viac dní. 

Vylučovanie sulfonamidov mliekom je závislé od druhu preparátu, spôsobu aplikácie a aplikovaného množstva.  V mlieku bolo preukázaných 60 – 90 % intramamárne dodaných sulfonamidov.

Ochranné doby (vyradenie mlieka z dodávky od liečenej dojnice) pre niektoré intramamárne prípravky: kombinácia 50 mg kyseliny klavulanovej, 200 mg amoxycilinu a 10 mg prednizolonu - 48 hodín; kombinácia lincomycin  hydrochlorid monohydrat 200 mg, neomycin sulphat 200 mg a methylprednisolone 5 mg vo vodnom roztoku - 60 hodín; kombinácia linkomycin hydrochlorid 200 mg, neomucin sulphat 200 mg a 1 mg dexametazon-21-fosfátu - 72 hodín, podobne ako aj cefalexinum monohydricum 210 mg v jednej dávke pre štvrť vemena; cefacetrinum nátrium 250 mg v jednej dávke pre štvrť - 96 hodín, podobne aj pri kombinácií cloxacillinum 500 mg a colistinum 1 milión IU v jednej dávke pre štvrť; kombinácia chlortertracyklini hydrochloridum 426 mg a hydrocortisonum 2 mg, dávka intramammárneho prípravku pre jednu štvrť vemena - 108 hodín, resp. 9 dojení od poslednej aplikácie; kombinácia dihydrostreptomycinum sulphat 1 mil. IU, procain benzylpenicillinum monohydricum 1 mil. IU, retinolum 11 250 IU a calcii pantothenas 10 mg v 9 gramoch suspenzie - 120 hodín. 

Čakacia ochranná lehota uvádzaná u jednotlivých terapeutík bola stanovená z testov na skupine zvierat a nemusí platiť individuálne pre každú dojnicu. Dojnice reagujú rôznou rýchlosťou na odbúravanie liečebného preparátu v závislosti od svojho metabolického stavu (najmä výkonnosti pečene), celkového zdravotného stavu a svojej individuality. Môžu byť rôzne prípady a uvádzajú sa aj také, kde až nad 20 % dojníc po antibiotickom ošetrení vykazovali pozitívne vzorky po ukončení ochrannej lehoty. Najčastejšie sú tieto prekročenia pozorované u cephapirinu a penicilínu. Prolongácia pritom môže trvať 1 až 3 dni, ale aj 6 až 7 dní. Problémy môžu nastať aj u kráv ošetrených proti mastitíde dlhodobo pôsobiacimi antibiotickými preparátmi v období státia na sucho. Boli pozorované prípady, že kravy aj po 21 dňoch po ošetrení vykazovali v mlieku rezíduá podaného preparátu a v 6. deň po otelení (kolostrálnom období) bolo pozitívnych 20 až 40 % zvierat. Včasná informovanosť o negativite antibioticky liečených kráv pred zaradením ich mlieka do dodávky má preto značný ekonomický význam, lebo obmedzuje pravdepodobnosť kontaminácie celej dodávky. 

Je zrejmé, že hlavnou príčinou výskytu rezíduí liečiv v mlieku je reťazec: značný výskyt subklinických a klinických mastitíd – ich liečba – nekontrolovaný prímes takéhoto mlieka do tanku. Prevencia teda spočíva:
· v systematickej preventívnej práci v oblasti tlmenia mastitíd,

· v prísnom a zodpovednom oddelení mlieka liečených kráv a ich dojenia až na záver dojenia, 

· v dodržiavaní ochranných lehôt použitých liečiv, 

· ako tiež pravidelná kontrola prítomnosti IL (liečív) v mlieku jednotlivých liečených kráv ku koncu čakacej doby pred ich zaradením do dodávky. 

Táto požiadavka by mala byť súčasťou každého GMP (správna výrobná prax) pre výrobu mlieka ako suroviny. Zvlášť táto posledná požiadavka výrazne prispieva k istote chovateľa a pokiaľ je podkladovateľnou súčasťou monitoringu GMP, aj jeho právnej ochrany pri prípadných sporoch o akosť pri výskyte inhibície v mlieku. 

Problematika tepelnej inaktivácie antibiotík v mlieku je závažnejšia ako problematika rovnakého charakteru v iných potravinách živočíšneho pôvodu. Táto problematika je ovplyvnená najmä nasledovnými súvislosťami:

· ak nie je dodržaná ochranná doba, rezíduá antibiotík sa môžu v mlieku nachádzať v podstatne širšom koncentračnom rozpätí,

· výber antibiotík a ich liekových foriem je u dojníc ako pre celkovú liečbu, tak aj pre ošetrenie mliečnej žľazy široký,

· mlieko sa oproti iným potravinám tepelne ošetruje, resp. spracováva za krátky časový interval. 

Ohrev mlieka na 80 oC po dobu 5 minút napr. nemá na kvantitu antibiotík v mlieku prakticky žiaden vplyv. Väčší rozsah inaktivácie antibiotík bol zistený až pri zahriatí mlieka na 98 oC po dobu 10 minút. Pod hranicu biologických metód dôkazu sa znížila u penicilínu koncentrácia 0,007 m.j./ml, alebo 0,125 μg tetracyklínu/ml, alebo 0,25 μg streptomycínu/ml. Ostatné liečivá sú voči pasterizačným teplotám a varu mlieka odolné.

Z ostatných liečiv požívaných vo veterinárnej praxi sa medzi biologicky aktívne počítajú zahŕňajú najmä reziduá nitrofuranov, antikokcidík, antiparazitík, anabolík, niektoré mikroelementy a stimulátory rastu. 

Nebezpečie výskytu antiparazitík (ektoparazitík, endoparazitík) v mlieku je malé a preto sa sledovanie ich výskytu v mlieku bežne nevykonáva. Ektoparazitiká sa a laktajúcich dojníc použivajú zriedka a endoparazitiká sa aplikujú prevažne u mladých zvierat (nie sú ešte v laktácii), prípadne sa lieky podávajú v období státia na sucho. 

Stanovenie hormónov v mlieku kvôli výskytu ich reziduí sa nevykonáva. Ich sledovanie v mlieku nepredpisujú ani smernice ES. Hladiny hormónov používaných k liečbe, k synchronizácii ruje, k zvýšeniu plodnosti, k príprave darcov a príjemcov pri prenose embryí nepresahujú koncentráciu fyziologického rozmedzia, ktoré majú dojnice počas gravidity a preto stanovenie týchto hormónov v mlieku nemá význam.

2.2.1.2  Reziduá čistiacich a dezinfekčných prostriedkov
Po antibiotikách treba medzi významné chemické rezíduá počítať aj rezíduá čistiacich a dezinfekčných prostriedkov (ČDP) v mlieku. Jedná sa o veľmi reaktívne antimikrobiálne pôsobiace látky. Mechanizmus ich prieniku do mlieka spočíva v  opláchnutí uľpievajúceho filmu chemikálií zo zariadenia alebo strukov mliečnej žľazy. 

Rezíduá ČDP môžu mlieko kontaminovať počas samotného procesu dojenia. Vedecké práce dokázali, že používanie jódových preparátov na dezinfekciu strukov po ukončení dojenia v koncentrácii 1000 - 10 000 mg/kg voľného jódu môže viesť k zvýšeniu jeho koncentrácie v mlieku. Množstvo jódu v bazénovom mlieku pri použití prípravku obsahujúceho 3000 mg/kg voľného jódu dosiahne 150 mg/kg, teda množstvo, ktoré podľa doporučenia WHO je optimálne pre denný príjem človeka (t.j. 150 - 200 mg/kg). Morské ryby obsahujú napr. až 40 krát viacej jódu ako mlieko dojníc, u ktorých sa vykonáva dezinfekcia strukov po dojení jódovými prípravkami. Množstvo jódu v mlieku spôsobené používaním jódových preparátov k dezinfekcii strukov po dojení možno teda považovať za zanedbateľné. Stanovenie jódu v mlieku sa vykonáva titračne, prípadne špeciálnou elektródou i potenciometrickou metódou. Pri stanovení jódu je potrebné rozlíšiť stanovenie celkového jódu alebo jodidov, prípadne jód viazaný na bielkoviny. Stanovenie jodidov je postačujúce, keďže tvoria najväčšiu časť celkového jódu.

Ani ostatné ČDP na báze chlóru a chlorhexidínu používané na dezinfekciu strukov po skončení dojenia, pred dojením, k čisteniu dojacieho zariadenia, nie sú pre vznik rezíduí v mlieku významné za predpokladu, že sa dodržuje prepísaný postup a zariadenie sa riadne opláchne vodou. Rezíduá chlóru možno stanoviť titračne alebo kolorimetricky s O-toluidínom. Určité ťažkosti môžu spôsobiť prostriedky na báze quartérnych amóniových solí, pretože majú tendenciu adherovať ku koži strukov a k povrchu dojacieho zariadenia. Svojim baktericídnym účinkom pôsobia inhibíciu fermentačných procesov a sú tak príčinou RIL. 

Kontaminácia mlieka ČDP nastáva tzv. postsekretorickými mechanizmami pri nesprávnom sanitačnom režime vo výrobe, transporte i spracovaní mlieka. Priemyslové ČDP sú komplexné zmesi viacerých chemických látok, ktoré sa v účinku vzájomne dopĺňajú. Alkalické prostriedky sú určené predovšetkým na odstraňovanie zvyškov tuku a bielkovín (emulgácia, zmydelňovanie a peptonizácia) a vzhľadom na ich pH a obsah dezinfekčnej prísady majú aj mikrobicídny účinok. Kyslé prostriedky slúžia na odstraňovanie mliečneho kameňa a vykazujú baktericídny účinok. Na potlačení rastu baktérií sa podieľa tiež pozitívny oxidačno-redukčný potenciál prostredia, spôsobený silnými oxidačnými látkami obsiahnutými v týchto ČDP.

Vo vedeckých prácach je skromne odpovedi na otázku, aká môže byť reálna koncentrácia  tej ktorej sanitačnej látky, ak sa náradie a zariadenie nedokonale opláchlo. Ich škodlivosť sa pri spracovaní mlieka môže prejaviť inhibíciou mliekarenských kultúr. Rezíduá, ktoré taký efekt môžu vyvolať, by museli pochádzať z enormne vysokých kontaminácii mlieka týmito látkami alebo z nesprávne prevedených postupov pri čistení a dezinfekcii. Takéto množstvo rezíduí sa však už prejavuje na mlieku zmyslovo. Napr. sa uvádza, že na 1 l mlieka sa aj pri hrubom zanedbaní opláchnutia môže z roztoku chlórnanu vápenatého, použitého na dekontamináciu, dostať do mlieka najviac 1 mg aktívneho chlóru.l-1, pri kvartérnej amóniovej zlúčenine Ajatín to bolo 0,25 - 2 mg.l-1, pri Jodonale M 0,5 mg akt. jódu .l-1. Naproti tomu zreteľný inhibičný účinok meraný poklesom fermentačnej aktivity smotanového aj jogurtového zákysu bol pri chlórnane vápenatom  až pri koncentrácií 250 mg aktívneho chlóru.l-1, pri Ajatíne až pri koncentrácií 25 mg.l-1 v mlieku a pri Jodonale M až pri koncentrácií 6,5 mg.l-1 aktívneho jódu. Pri posudzovaní inhibičného účinku látok ako je jód, chlór, resp. kvartérne amóniové zlúčeniny, treba uvažovať, že tieto v prostredí mlieka rýchle strácajú svoj účinok. Jód sa mení na neúčinný jodid, chlór na chlorid a kvartérne amóniové zlúčeniny sú inhibované bielkovinami mlieka. 

Vzhľadom na obtiažnu detekovateľnosť ČDP (bližšie v bode 2.2.3 Detekcia inhibičných látok v mlieku) je nevyhnutné na ich elimináciu do mlieka určeného na spracovanie pre ľudskú výživu zaviesť prísnu technologickú disciplínu, ktorá sa najlepšie zabezpečuje vytvorením systému HACCP, čo predstavuje definovanie rizikových kontrolných bodov (dôsledná kontrola prepláchnutia zariadení po čistení a dezinfekcii pitnou vodou s následnou kontrolou pH zvyškovej oplachovej vody) a ich sústavnú kontrolu počas technologického postupu čistenia a dezinfekcie v procese výroby a spracovania mlieka.
Čistiace a dezinfekčné látky používané v sektore výroby a spracovania mlieka na sanitáciu technologického zariadenia sú voči pasterizačným teplotám a varu mlieka odolné.

2.2.1.3 Ťažké kovy, rádionuklidy
Významnými environmentálnymi kontaminantmi potravinového reťazca, ktorým sa venuje zvýšená pozornosť aj v rámci kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva SR, sú rizikové chemické prvky – ťažké kovy. Obsah týchto toxických kovov v životnom prostredí stále vzrastá, k čomu prispievajú odpady a exhaláty priemyselných podnikov. Medzi nepriame zdroje kontaminácie mlieka patrí napájacia voda, znečistené krmivo, k priamym zdrojom patria kovy uvoľnené z nekvalitných kovových nádrží, potrubí a spojov.

Medzi chemické prvky, ktoré sú zo zdravotného hľadiska zvlášť rizikové patri arzén, olovo, kadmium, chróm, nikel, selén, ortuť, zinok. Od roku 1986 sa v rámci kontroly cudzorodých látok v rezorte pôdohospodárstva celkovo analyzovalo 162 012 vzoriek potravín a krmív, z ktorých bolo 2,2 % nadlimitných. Pri porovnaní percenta nadlimitných vzoriek na obsah rizikových prvkov boli vyššie percentá nevyhovujúcich vzoriek z domácej produkcie zistené u niklu, medi a zinku.

Významným anorganickým kontaminantom vstupujúcim do potravinového reťazca z prostredia je kadmium. Zdrojom kontaminácie je prevažne spaľovanie ropných palív, uhlia, odpadu a aplikácia nevhodných superfosfátových hnojív. Z hľadiska prestupu do rastlín má kadmium vyššiu prijateľnosť ako olovo, meď a zinok. Potravinami prijaté kadmium sa hromadí najmä v obličkách, menej v pečeni a ostatných orgánoch. Čo sa týka kadmia, u krmív z domácej produkcie bolo (v rámci kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva za obdobie rokov 1986 – 2006), zaznamenané percento nadlimitných vzoriek na úrovni 2,4 %. Najvýraznejšie prekročenie stanovených maximálnych prípustných množstiev kadmia v domácej produkcii v potravinách bolo v sušenom mlieku (4,6 %). 

Chróm, ako kontaminant zo životného prostredia, sa v rezorte pôdohospodárstva začal sledovať v roku 1987. Jeho obsah v pôde a tým i v potravinách je ovplyvnený geologickým podložím. Toxicita chrómu závisí od jeho mocenstva, kým trojmocný chróm je pre človeka esenciálny, šesťmocný chróm je toxický. Vyššie percentá nevyhovujúcich vzoriek sú zaznamenávané v krmivách, na čom sa hlavnou mierou podieľajú kŕmne zmesi a minerálne doplnky. V potravinách sú to najmä mliečne výrobky, vrátane syrov, masla a sušeného mlieka. Tento fakt je spôsobený tým, že chróm má tendenciu viazať sa na bielkovinovú frakciu.  Na základe výsledkov „Správy o kontrole CZL v rezorte pôdohospodárstva za obdobie rokov 1986 – 2006“ bolo celkovo v mlieku a mliečnych výrobkoch zistených 7,4 % nadlimitných vzoriek na maximálne prípustné množstvá chrómu. 

Podobná situácia ako u chrómu je i v prípade niklu, ktorý sa analyzuje v potravinách a krmivách od roku 1990. Celkovo bolo zistených 1,7 % nadlimitných vzoriek potravín a krmív a to (popri rybách, hydinových výrobkoch z domácej produkcie, minerálnych doplnkoch a kŕmnych zmesiach z dovozu) tiež v syroch (nikel obdobne ako chróm prechádza do hlavne kazeínovej frakcie) a masle z domácej produkcie. 

Ortuť patrí medzi stopové prvky, ktoré sa v prírode vyskytujú pomerne často a tvoria veľký počet zlúčenín, ktoré sú takmer v každej forme toxické. Hlavným zdrojom ortuti v potravinovom reťazci sú imisie zo spaľovania uhlia, sopky a niektoré fungicídy. Prienik ortuti do mlieka je spojený tiež s podávaním kontaminovaného krmivá (po morení ortutnatými moridlami) alebo vody dojniciam. Aj v tomto prípade je ortuť naviazaná viac na mliečne proteiny, prednostne na aminokyseliny, ktoré obsahujú –SH skupinu. Výsledky kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva za obdobie rokov 1986 – 2006 ukázali, že kontaminácia potravín a krmív domácej produkcie ortuťou je na nižšej úrovni ako u ostatných sledovaných chemických prvkov. Celkovo bolo zistené iba 0,2 % vzoriek potravín a krmív prekračujúcich platné hygienické limity, pričom stanovené maximálne prípustné množstvá neboli u mlieka a mliečnych výrobkoch prekročené. 

Typickým antropogénnym kontaminantom je olovo. Jeho zdrojom je výroba energie na báze uhlia a pohonné látky s obsahom tetraetylolova. Olovo je len v malej miere prijímané rastlinami z pôdy. Kontaminácia olovom v domácej produkcii je výraznejšia v krmivách, ale i v potravinách živočíšneho pôvodu v porovnaní s potravinami rastlinného pôvodu. Príčinou prechodu olova do mlieka je krmivo kontaminované priemyslovými emisiami. Jeho distribúcia bola pozorovaná viac do mliečnej bielkoviny ako do tukovej zložky. Na základe výsledkov z kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva za obdobie rokov 1986 – 2006 možno konštatovať, že stanovené hygienické limity boli prekračované najmä v kŕmnych zmesiach z dovozu (53,4 %). 

Zdrojom arzénu a jeho zlúčenín sú najmä emisie z medených hút a spaľovania hnedého uhlia. Na obsah arzénu sa od roku 1988 analyzovalo 50 898 vzoriek potravín a krmív z domácej produkcie, z ktorých 414 vzoriek (0,8 %) prekročilo stanovené limitné množstvá. Prekročenie limitov v mliečnych výrobkoch z domácej produkcie však zaznamenané nebolo.  

Používanie jadrovej energie vo vede, technike, priemysle, lekárstve a pod. prinieslo kontamináciu biosféry cudzorodými rádioaktívnymi látkami, ktoré sa v podobe spádu začlenili do potravinového reťazca. Zvlášť nebezpečné sú rádionuklidy s dlhým polčasom rozpadu. Kontaminácia mlieka nastáva v biocykle : pôda – rastlina – krmivo – dojnica – mlieko - človek. 

131J po zamorení sa nachádza v rastlinách, po ich resorbcii sa asi 90 % zachytí v štítnej žľaze dojnice a mliekom sa vylúči 5 –10 %. 89Sr a 90Sr sú dojnicami resorbované a mliekom sa vylučujú v rozsahu až 4 %. 89Sr má polčas rozpadu 50 dní, kým 90Sr až 28 rokov. 137Cs sa v tráviacom trakte dojnice resorbuje prakticky úplne, mliečnou žľazou sa vylúči 5 až 10 %. Je vylučovaný s biologickým polčasom 70 dní. Obsah rádionuklidov je možné znížiť ich absorpciou na vhodných iontomeničoch alebo technologickým spracovaním.
2.2.1.4 Pesticídy, polychlórované bifenyly 
Pesticídy sa široko uplatňujú v rastlinnej  produkcii a podľa požadovaného pôsobenia sa ďalej delia (insekticídy, fungicídy, herbicídy atď.) Ak sú prijímané dojnicami v kontaminovanom krmive alebo vode vstrebávajú sa s ostatnými zložkami. Mliekom sa vylučujú predovšetkým lipofilné štiepy pesticídov, hydrofílne sa potom vylučujú trusom a močom. Dôležitým opatrením vedúcim ku zníženiu hladiny pesticídov je dodržiavanie ochrannej lehoty od posledného použitia určitého pesticídu pred použitím ku kŕmeniu a náhrada perzistentných pesticídov menej stálymi látkami. 

Chlórované uhľovodíky ako DDT, aldrin, HCH, heptachlór, chlordan a iné sa vyznačujú rôznou perzistenciou, toxikologickou a reziduálnou charakteristikou. Rezídua týchto pesticídov (sú v mlieku najčastejšie) sú značne stabilné, rozpustné v tuku a preto sa koncentrujú v mliečnom tuku. Ich vylučovanie trvá 20 až 170 dní.

Organofosforečné (dichlorvos, trichlorphon, parathion, malathion…) a karbamatové (karbaryl, propoxur, isolan…) pesticídy sú pomerne rýchlo degradovateľné, netvoria teda v mlieku významné rezídua, ich nálezy v mlieku sú len ojedinelé.

Fungicidy (najpoužívanejšie sú dithiokarbamáty, ortutnaté a meďnaté zlúčeniny) vyznačujú sa veľmi rozmanitou toxicitou. Stále aktuálne sú tiež rezídua hexachlórbenzénu, ktoré sa často zisťujú v mlieku.

Pri odstreďovaní mlieka prechádzajú  prakticky všetky pesticídy do tukovej fázy, čo súvisí s afinitou k lipoproteinom. Pasterizácia a  sterilizácia neovplyvňujú významne hladinu pesticídov v mlieku. 

Kontaminácia požívatín a krmív rezíduami pesticídov (na Slovensku sa v rámci kontroly CZL v rezorte pôdohospodárstva sleduje od roku 1986), najmä chlórovaných a organofosforových,  nedosahuje významný rozsah, čo je spôsobené jednak tým, že Slovensko patrí medzi krajiny s najnižšou aplikáciou pesticídov na hektár, ale i tým že používanie perzistentných chlórovaných pesticídov v poľnohospodárskej praxi bolo u nás zakázané už v 70-tich rokoch. Z domácej produkcie bol nadlimitný obsah chlórovaných pesticídov za sledované obdobie rokov 1986 – 2006 sporadicky zaznamenaný aj v mlieku.  

Významným organickým polutantom zo životného prostredia sú polychlórované bifenyly (PCB), ktoré sa v rezorte pôdohospodárstva SR sledujú od roku 1987. Za toto obdobie bolo zmapované celé územie Slovenska, pričom boli identifikované poľnohospodárske podniky, ktorých produkcia prekročila hygienické limity PCB. Tieto lokality sa prešetrovali v rokoch 1988 až 1994. Od tohto obdobia sa nevyhovujúce vzorky zistili ojedinele. V dvoch posledných rokoch sledovania už neboli zaznamenané nadlimitné vzorky na obsah PCB. Celkom bolo odobratých 89 153 vzoriek a 4615 vzoriek z mimoriadnych prípadov, to znamená z lokalít, kde sa vykonávali nápravné opatrenia a produkcia bola vylúčená z humánnej výživy (55,3 % nevyhovujúcich). Išlo predovšetkým o vzorky mlieka, hovädzieho mäsa a mliečnych výrobkov.

2.2.1.5 Mykotoxíny
Medzi kontaminanty sú zaradené i mykotoxíny, čiže látky, ktoré vznikajú ako produkty látkovej premeny mikroskopických húb. Od roku 1986 boli tieto látky v rezorte pôdohospodárstva sledované v krmivách, surovinách rastlinného a živočíšneho pôvodu a potravinách. V domácej produkcii boli mykotoxíny zistené v nadlimitnom množstve ojedinele (za celé sledované obdobie rokov 1986 – 2006 bolo len 0,5 % vzoriek nadlimitných). V roku 2006 však bol, v porovnaní s rokom 2005, zaznamenaný nárast počtu nadlimitných vzoriek, na čom sa výraznou mierou podieľali nové typy mykotoxínov sledované až od roku 2006. 

Mykotoxíny ako metabolity plesní a húb najrôznejšej chemickej štruktúry sa môžu vyskytovať v zle ošetrených (konzervovaných), alebo skladovaných jadrových, alebo objemových krmivách pre dojnice. Sú toxické a po ich skŕmení spôsobujú zvieratám radu zdravotných komplikácií. Donedávna sa tvrdilo, že negatívny efekt mykotoxínov je menej významný u prežúvavcov, pretože sa uvádzala predpokladaná tlmiaca (eliminačná) biochemická a prípadne v zmysle prítomnosti mykotoxínov i detoxikačná činnosť bachorového prostredia. Tento predpoklad však v súčasnosti prestáva platiť.

Mykotoxíny prijaté dojnicou v krmive môžu prejsť až do mlieka a to v pôvodnej alebo metabolicky pozmenené. Napr. aflatoxíny sa môžu vyskytovať prakticky vo všetkých zložkách krmív pre dojnice (v pokrutinách všetkých olejnín, obilí, sójových bôboch, strukovinách, siláži, senáži). V mlieku sa objavujú už za 12 h po prijatí kontaminovaného krmivá a to v rôznom množstve a vylučovanie trvá 4 - 5 dní. Mliekom sa vylúči celkovo 0,2 –3 % prijatých aflatoxínov. A. flavus a A. parasyticus produkujú aflatoxíny B1, B2, G1 a G2. Hydroxyláciou vzniká z B1 biometabolit M1 a z B2 biometabolit M2  (vyznačujú sa vysokou toxicitou, ich hlavný biologický účinok je karcinogénny, teratogénny, mutagénny a hepatotoxický). Rada domácich aj zahraničných autorov zaznamenala výskyt aflatoxínov v surovom mlieku v koncentráciách do 0,0004 mg.l-1. Mlieko však nepatrí medzi hlavný zdroj ľudských expozícii týchto substancii. 

Signifikantnosť iných mykotoxínov ako ochratoxin A, sterigmatocystin, T-2, deoxynivalenol, zearalenon a iných je nižšia ako aflatoxínov. Napr. zearalenon (často produkovaný fuzáriom v kukuričných krmivách) je transformovaný na zearalenol (alfa -, beta -). Metabolity však môžu byť ďalej toxické, podobne ako východzie mykotoxínové formy. Viaceré pokusy s kŕmením mliečneho dobytku diétou obsahujúcou rôzne dávky zearalenonu ukázali, že detekované hladiny zearalenonu a jeho metabolitov boli dosiahnuté až po skrmovaní vysokých dávok zearalenonu, takže mlieko nepredstavuje z tohto pohľadu pre ľudskú populáciu nebezpečný zdroj daného mykotoxínu. 

Napriek tomu je nevyhnutné pristúpiť k zvýšenej kontrole kvality krmív a prevenciou vo forme adekvátnych technologických opatrení zabraňovať výskytu mykotoxínov (minimalizovať hladiny) v krmivách pre dojnice, rovnako ako zabrániť konzumácii prípadne poškodených krmív.
Vplyv používaných teplôt v technológii neovplyvňuje ich obsah. Iná je situácia, ak nastane rast toxických plesní v hotovom mliečnom výrobku z dôvodu napr. porušenia obalu. Vtedy je ich koncentrácia oveľa vyššia. Vplyvom výrobných technologických postupov sa obsah aflatoxínu M1 mení, samovoľne klesá pri uskladnení mlieka pri 0 °C za 4 dni asi o 40 % a po 6 dňoch asi o 80 %. Obdobne pri zmrazení mlieka na –18 °C bol za 50 dní zaznamenaný pokles o 40 až 60 %. 

2.2.1.6 Iné inhibičné látky – bakteriofágy
Znížená fermentačná aktivita čistých mliekarenských kultúr často súvisí (okrem známeho negatívneho vplyvu rezíduí antibiotík) aj s negatívnym pôsobením bakteriofágov. Ich negatívny vplyv sa prejavuje hlavne pri výrobe syrov a kyslomliečnych výrobkov, kde je úspešná výroba závislá na pravidelnej a rýchlej produkcii kyseliny mliečnej zákysovými kultúrami. Infekcia zákysov bakteriofágmi je významná pri klasickej príprave prevádzkového zákysu a jeho opätovného používania v mliekarenskom závode. Bakteriofág je obvykle tvorený jednou molekulou DNA alebo RNA, kde je uložený genetický materiál a bielkovinovým obalom. Napadnutie bakteriálnej bunky fágom prebieha v niekoľkých štádiách: fáza adsorpcie, vegetatívna fáza a lytická fáza.

Bohatým zdrojom fágov je srvátka, preto treba zaistiť odvod srvátky špeciálnym potrubím najkratšou cestou zo syrárne a vylúčiť jej vylievanie na podlahu. Prenos fágov je známy tiež vzduchom, tiež pracovníkmi mliekarenskej prevádzky. Najväčšia pozornosť sa sústreďuje však na zákysové kultúry. Mezofilné druhy sú citlivejšie k napadnutiu fágom než termofilné druhy. Hlavnými opatreniami v boji proti ním je čistenie a sanitácia prevádzok. Tepelný záhrev je možne využiť len čiastočne, lebo fágy sú odolnejšie ako hostiteľská bunka. Nepoškodzujú sa zmrazením ani sušením. Pri sanitácií zariadenia aj náradia je najúčinnejšia dezinfekcia zlúčeninami s aktívnym chlórom. Ďalším opatrením bolo zavedenie špeciálnych kultivačných médií. Väčšina fágov potrebuje na preniknutie do bakteriálnej bunky prítomnosť 2+Ca iónov, preto je v týchto médiách Ca viazaný fosfátovými alebo citrátovými soľami. V tomto smere je výhodné používanie moderných sušených alebo hlboko zmrazených kultúr pre jednorázové použitie.
2.2.2  Legislatíva upravujúca bezpečnosť a kvalitu mlieka  
Základnou filozofiou ustanovení potravinového práva EÚ je predchádzať u ľudí zdravotným rizikám, ktoré pochádzajú z umiestňovania takých potravín na trhu, ktoré sú buď zdraviu škodlivé alebo nevhodné na spotrebu ľuďmi (článok 14 nariadenia (ES) č. 178/2002). Za zabezpečenie bezpečnosti potravín, ako je uvedené v tomto nariadení, zodpovedajú prevádzkovatelia potravinárskych podnikov. Prevádzkarne musia spĺňať príslušné požiadavky nariadenia (ES) č. 852/2004, nariadenia (ES) č. 853/2004, nariadenia (ES) č. 1774/2002 a iné príslušné požiadavky potravinového práva. 
Podľa analýzy založenej na nariadeniach (ES) č. 178/2002, č. 852/2004, č. 853/2004 a č. 1774/2002 možno konštatovať:
· Článok 14 nariadenia (ES) č. 178/2002 umožňuje všeobecný zákaz umiestňovania potravín, ktoré sú nebezpečné na trhu. Článok  17 a 19 tohto nariadenia stanovuje hlavne prevádzkovateľom potravinárskych podnikov zodpovednosť za zabránenie rizikám  pre zdravie ľudí, vyplývajúcim z umiestňovania potravín, ktoré sú škodlivé pre zdravie alebo nevhodné  na spotrebu ľuďmi na trhu. 
· Hygienické nariadenia /nariadenia (ES) č. 852/2004 a (ES) č. 853/2004/ stanovujú požiadavky na surové mlieko v prvovýrobe, t.j. predtým, ako sa mlieko zasiela na spracovanie.
V zmysle nariadenia (ES) č. 852/2004 o hygiene potravín je základným cieľom zabezpečiť vysokú úroveň ochrany spotrebiteľa, pokiaľ ide o bezpečnosť potravín. Pre zabezpečenie bezpečnosti potravín od miesta prvovýroby až po uvedenie na trh je potrebný integrovaný prístup. Každý prevádzkovateľ potravinárskeho podniku v rámci potravinového reťazca by mal zabezpečiť, aby nebola ohrozená bezpečnosť potravín. Vysledovateľnosť potravín a potravinových zložiek v celom potravinovom reťazci je hlavným prvkom v zabezpečovaní bezpečnosti potravín. 
Uplatňovanie zásad analýzy nebezpečenstva a kritických kontrolných bodov (HACCP) na prvovýrobu mlieka ešte nie je všeobecne uskutočniteľné. Používanie vhodných hygienických praktík na úrovni fariem riešia príručky správnej hygienickej praxe, ktoré nahrádzajú monitorovanie kritických kontrolných bodov. Spracovateľské podniky slovenského mliekarenského priemyslu majú systémy HACCP spracované a monitorované na vysokej úrovni. Súčasťou HACCP každého spracovateľa je i nákup surového mlieka - stanovenie kontrolných bodov. Ide o kontrolné body HACCP, ktoré musia byť monitorované a zaznamenávané. Všetky nebezpečenstvá musia byť identifikované tak, aby  sa dodržala bezpečnosť potravín podľa hesla: „ z farmy na stôl „.

Kvalitatívne kritériá pre surové kravské mlieko ustanovuje nariadenie (ES) č. 853/2004, kým nebudú prijaté nové požiadavky na jeho uvádzanie na trh. Tieto kritériá sú tzv. ,,spúšťacími hodnotami“, pri ich prekročení prevádzkovatelia potravinárskych podnikov vykonajú nápravné opatrenia a ohlásia to príslušnému orgánu. V zmysle tohto nariadenia sa na trh nesmie dostať ani surové mlieko, ktoré obsahuje reziduá antibiotík nad povolené limity.
V zmysle nariadenia komisie (ES) č. 1662/2006 zo 6. novembra 2006, ktorým sa mení a dopĺňa nariadenie Európskeho parlamentu a Rady (ES) č. 853/2004, ktorým sa ustanovujú osobitné hygienické predpisy pre potraviny živočíšneho pôvodu sa príloha tohto nariadenia mení a dopĺňa takto:

Nariadenie (ES) č. 853/2004, príloha III., oddiel IX: SUROVÉ MLIEKO, MLEDZIVO, MLIEČNE VÝROBKY A VÝROBKY NA BÁZE MLEDZIVA, III. KRITÉRIÁ NA SUROVÉ MLIEKO A MLEDZIVO, bod 4: 

Bez toho, aby boli dotknuté ustanovenia smernice 96/23/ES, musia prevádzkovatelia potravinárskych podnikov začať postupy na zaistenie toho, aby surové mlieko nebolo uvedené na trh, ak:

a) obsahuje rezíduá antibiotík v množstve, ktoré v prípade akejkoľvek látky uvedenej v prílohe I a III k nariadeniu (EHS) č. 2377/90 prekračuje hodnotu povolenú podľa uvedeného nariadenia, alebo

b) kombinovaný celkový obsah rezíduí antibiotických látok prekračuje akúkoľvek maximálnu prípustnú hodnotu.

Podľa bodu 5 vyššieho uvedeného oddielu sa vyžaduje:

Ak surové mlieko nespĺňa podmienky podľa bodov 3 a 4, musí to prevádzkovateľ potravinárskeho podniku oznámiť príslušnému orgánu a prijať opatrenia na nápravu tohto stavu.
V zmysle nariadenia (ES) č. 853/2004 sa ďalej pri základných požiadavkách na produkciu surového mlieka vyžaduje, že surové mlieko musí pochádzať od zvieraťa, ktorým neboli im podané žiadne nepovolené látky a pri podaných liekoch boli dodržané ochranné lehoty. Z hľadiska požiadaviek na Hygienu dojenia, zvozu a prepravy sa vyžaduje, aby sa identifikovali zvieratá, ktoré sa podrobili liečeniu, ktoré by mohlo zapríčiniť vylučovanie rezíduí do mlieka a do skončenia predpísanej ochrannej lehoty nesmie byť takéto mlieko použité na ľudskú spotrebu a na ošetrovanie strukov používať len schválené prípravky.
Postup na určenie MRL veterinárnych liečiv v potravinách živočíšneho pôvodu ustanovuje Nariadenie Rady (EHS) č. 2377/90, ktoré bolo naposledy zmenené a doplnené nariadením Komisie (ES) č. 1231/2006. Nasledujúca tabuľka 2 uvádza hodnoty MRL vybraných látok v mlieku: 
Tab. 2: MRL vybraných látok v mlieku  
	Antibiotikum
	Limit v ppb
	Antibiotikum
	Limit v ppb

	Beta - laktámy
	
	Tetracyklíny
	

	Penicillin G
	4
	Chlortetracycline
	100

	Ampicillin
	4
	Oxytetracycline
	100

	Amoxicillin
	4
	Tetracycline
	100

	Cloxacillin
	30
	Dioxycycline
	100

	Dicloxacillin
	30
	Sulfónamidy
	

	Oxacillin
	30
	Sulfathiazol
	100

	Nafcillin
	30
	Sulfamethazine
	100

	Ceftiofur
	100
	Sulfadoxine
	100

	Cefquinom
	20
	Sulfadimethoxin
	100

	Cefapirin
	60
	Sulfadiazin
	100

	Cefoperazon
	50
	Sulfamethoxazole
	100

	Cefalexin
	100
	Sulfamerazine
	100

	Cefalonium
	20
	Sulfamonometossina
	100

	Cefacetrile
	125
	Sulfacetamide
	100

	Cefazolin
	50
	
	

	Makrolidy
	
	Aminoglykozidy
	

	Erythromycin
	40
	DH-Streptomycin
	200

	Spiramycin
	200
	Streptomycin
	200

	Tylosin
	50
	Neomycin
	500

	Tylmicosin
	50
	Gentamicin
	100

	Ostatné antibiotiká
	
	Spectinomysin
	200

	Dapson
	0
	Kanamycin
	200

	Trimethoprim
	50

	Tiamfenicol
	50

	Chloramphenicol
	0

	Flumequine
	50

	Lincomycin
	150


Vyššie uvedená požiadavka legislatívy EÚ na výskyt reziduí veterinárnych liečiv v nakupovanom a spracovávanom mlieku už bola dávnejšie zakotvená aj v slovenských kvalitatívnych normách na surové kravské, ovčie a kozie mlieko a následne po zrušení všeobecnej záväznosti noriem bola transformovaná do príslušnej národnej legislatívy. Vo väčšine prípadov sa toto kritérium zakotvuje aj do obchodných zmlúv medzi predávajúcim a nákupcom mlieka, spolu s uvedením sankcií v prípade jeho nedodržania. Sankcionovanie môže byť tiež riešené na národnej úrovni príslušným záväzným predpisom, alebo je na dohode zmluvných strán. Vo všeobecnosti sú postihy veľmi tvrdé, s výrazným finančným dopadom na farmára – penalizácia, vrátenie mlieka, pozastávka dodávky až do vykonania nápravných opatrení a preukázaní ich účinnosti, úhrada všetkého mlieka, ktoré bolo daným mliekom kontaminované, znášanie nákladov na likvidáciu tohto mlieka. 
Podľa platnej legislatívy, v prípade „pozitívneho“ výsledku na výskyt IL v mlieku má mliekarenský závod dve možnosti:
· vykonať potvrdzujúci test, ktorý identifikuje a kvantifikuje antibiotikum a preukáže či MRL pre toto určité antibiotikum je prekročené alebo nie je prekročené,
· alebo neprijať mlieko (zamietnuť ho) a poslať zneškodnenie podľa pravidiel ustanovených v nariadení (ES) č.1774/2002 o živočíšnych vedľajších produktoch.
V zmysle metodického pokynu ŠVPS SR na kontrolu chovov na produkciu surového mlieka pre rok 2007 príslušný orgán (Regionálna veterinárna a potravinová správa) monitoruje výkon kontrol v súlade s prílohou III oddiel IX kapitola I časť III Nariadenia (ES) č. 853/2004 (Nariadenie (ES) č. 854/2004 Príloha IV  Kapitola II  ods.1). 
Ak surové mlieko nespĺňa podmienky stanovené v nariadení (ES) č. 853/2004 pre prítomnosť RIL v surovom mlieku, musí prevádzkovateľ potravinárskeho podniku - producent začať postupy na zaistenie toho, aby surové mlieko nebolo uvedené na trh, t.j. pokiaľ neboli vykonané opatrenia na nápravu a pokiaľ prevádzkovateľ - producent nepreukáže, že surové mlieko neprekračuje maximálnu prípustnú hodnotu kombinovaného celkového obsahu rezíduí antibiotických látok.  
Regionálna veterinárna a potravinová správa kontroluje prevádzkovateľa podniku, či boli vykonané  postupy na zaistenie, aby surové mlieko nebolo uvádzané na trh a  neprekračovalo maximálnu prípustnú hodnotu kombinovaného celkového obsahu rezíduí antibiotických látok a vykonal opatrenia na nápravu tohto stavu.
2.2.3  Detekcia inhibičných látok v mlieku  
Mliečny potravinový reťazec je pravdepodobne najviac kontrolovaným a najbezpečnejším zo všetkých v úvahu pripadajúcich potravinových reťazcov a síce v zmysle počtu rutine sledovaných kvalitatívnych mliečnych parametrov (mikrobiologických, chemických, fyzikálnych, technologických, pravidelnosti a relatívne vysokej frekvencii zmienených vyšetrení, väčšinou biologického, fyziologického a biochemického charakteru týchto kontrol (napr. pri detekcii RIL je predpokladané, že čo škodí testovaciemu, resp. testovanému mikroorganizmu môže poškodzovať i fyziologické funkcie konzumenta). Nasledujúca tabuľka 3 definuje parametre surového mlieka, ktoré sa kontrolujú pri jeho nákupe za účelom jeho spracovania. 

Tab. 3: Kontrolované parametre surového mlieka v systémoch preplácania 

	Ukazovateľ bazénovej vzorky mlieka
	Špecifikácia

	
	Charakter
	Použitie

	Tuk
	C, Z
	O

	Bielkoviny
	C, Z
	O


	Kazeín
	C, T
	P

	Laktóza
	C, Z
	P

	Sušina
	C
	P

	Beztuková sušina
	C, T
	O

	Močovina
	C, Z
	P

	Bod mrznutia
	F
	O

	Inhibiční látky
	C, H
	O

	Počet somatických buniek
	H, Z
	O

	Celkový počet mikroorganizmov
	H
	O

	Psychrotrofné baktérie
	H, T
	P

	Koliformné baktérie
	H
	P

	Termorezistentné baktérie
	H, T
	P

	Sporulujúce baktérie
	H, T
	P

	Titračná kyslosť (°SH)
	T
	P

	Aktivna kyslosť (pH)
	T
	P

	Kysacia schopnosť (°SH)
	T
	P

	Staphylococcus aureus
	H, ZH, Z
	P

	Bacillus cereus
	H, ZH
	P


H = hygienický parameter; T = technologický parameter; C = chemický (zložkový) parameter; F = fyzikálny parameter; Z = zdravotný stav dojnice; ZH = zdravotno-hygienický parameter pre spracovanie surového mlieka; O = obvykle; P = príležitostne.

Už z rozdelenia pôvodu inhibície je zrejmé, že látok, ktoré ju môžu spôsobovať je veľmi veľa. Ich monitorovanie musí byť maximálne komplexné, ale zároveň účinné a zmysluplné. Je takmer nemožné sledovať naraz tieto látky jedným testom. Ako bolo konštatované pri popise sekundárnej kontaminačnej inhibície (je najviac nebezpečná), z tejto skupiny „vynikajú“ najmä rezíduá antibiotík a sulfónamidov. Európska únia (EÚ) preto určila na sledovanie týchto látok jednu metódu na princípe mikrobiálnej inhibície za rozhodčiu – tá je uvedená v CD 91/180/EEC (Commission Decision of 14 February 1991 laying down certain methods of analysis and testing of raw milk and heat-treated milk). Uvedená metóda bola prevzatá aj do systému Slovenských technických noriem (STN 57 0531 Stanovenie antibiotík a sulfónamidov v surovom a tepelne ošetrenom mlieku). Jej medze detekcie sú uvedené v tabuľke 4.

Tab. 4: Limit detekcie rôznych antibiotík  a sulfónamidov podľa STN 57 0531:2001

	Antibiotika a sulfónamidy
	Citlivosť metódy v g/ml

	
	Všetko negatívne
	Všetko pozitívne

	ampicilín
	0,002
	0,005

	bacitracín
	0,06*
	0,14*

	benzylpenicilín
	0,002*
	0,006*

	diafenylsulfón
	0,01
	0,1

	dihydrostreptomycín
	4
	13

	erytromycín
	1
	2,25

	chloramfenikol
	7
	15

	chlórtetracyklín
	0,15
	0,5

	kanamycín
	9
	28

	kloxacilín
	0,015
	0,035

	nafcilín
	0,006
	0,011

	neomycín
	1
	22

	oxytetracyklín
	0,20
	0,45

	rifamycín
	0,01
	0,14

	sulfametazín, sulfadimidín
	0,5
	1

	tetracyklín
	0,1
	0,4


* Bacitracín a benzylpenicilín sú vyjadrené v IU/ml

Samozrejme dostupných je viacero metód vhodných na zisťovanie prítomnosti rezíduí antibiotík a sulfónamidov mlieku. Ak by sme chceli tieto metódy rozdeliť na základe princípu merania, medzí detekcie, spôsobu vykonania a miesta najvhodnejšieho určenia, môžeme definovať nasledovné skupiny metód:

· vyhľadávacie - screeningové testy, 
· dohľadávacie - postscreeningové testy, 
· konfirmačné metódy.
Postup vyšetrovania RIL v mlieku je v praxi nasledovný: screeningové testy → post screeningové testy → konfirmačné testy.
2.2.3.1  Screeningové testy
Screeningové metódy zabezpečujú rýchlu a cenovo prístupnú kontrolu prítomnosti RIL (spravidla MRL hodnota) a v  niektorých prípadoch je týmito metódami možná aj čiastočná identifikácia a kvantifikácia prítomného analytu. Screeningové testy používané v praxi (prvovýroba mlieka, mliekárne, centrálne laboratóriá) možno rozdeliť, v závislosti od rýchlosti získania výsledku, na rýchle a pomalé testy. 
Rýchle testy

Sú to metódy na rýchle (do niekoľkých minút) stanovenie vybranej skupiny antibiotík, zvyčajne β-laktámových, ktoré sú aj najčastejšie v praxi dokazované. Sú väčšinou na princípe receptorovej reakcie, ktorá môže byť detegovateľná rôznym spôsobom. Rovnako sa môže líšiť aj látka, ktorá slúži ako receptor. 

Postup a princíp stanovenia: 

· vzorka mlieka sa napipetuje do reakčného miesta (mikroskúmavka, reakčná bunka, reakčný pásik a pod.),

· ak je v mlieku prítomné rezíduum, naviaže sa na príslušný receptor, ak nie je, receptor zostáva voľný,

· ak sa následnou reakciou dokáže voľný receptor, čo je vhodným spôsobom vizualizované (zmenou absorbancie, farebnou reakciou, objavením sa reakčnej čiary a pod.), v mlieku nie sú prítomné rezíduá nad medzou detekcie príslušného testu,
· ak sa receptor nedokáže, je blokovaný (deaktivovaný) reakciou s rezíduom a to znamená, že výsledok skúšky je „pozitívny“. 
Komerčne je dostupných niekoľko takýchto testov (tab. 5). Z pohľadu užívateľa sa testy odlišujú predovšetkým spôsobom vykonania, reakčnými podmienkami, rýchlosťou odčítania a citlivosťou z pohľadu kvalitatívneho aj kvantitatívneho. Ich validáciu možno vykonávať podľa ISO 18 330 „Milk and milk products – Guidelines for the standardized description of immunoassays or receptor assays for the detection of antimicrobial residues““. Ich medze detekcie sú porovnané v tabuľke 6.

Tab. 5: Príklady rýchlych testov 

	Názov
	Výrobca
	Poznámka

	BetaStar
	UCB-Bioproducts

www.ucb-bioproductsfooddiagnostics.com
Distribuuje:

Chr. Hansen 

www.chr-hansen.com 
	Reakčné pásiky.

Inkubácia pri 47,5 °C.

Výsledok za 5 minút.

Vizuálne vyhodnotenie – prúžok prítomný alebo nie.

	Delvo-X-Press  L-II

(DXP II)
	DSM

www.dsm.com 
	Mikroskúmavky.

Inkubácia pri 64 °C a laboratórnej teplote.

Výsledok za 7 minút.

Odčítanie rídrom.

	Penzym

(P 100 a P S 100)
	UCB-Bioproducts

www.ucb-bioproductsfooddiagnostics.com
Distribuuje:

Chr. Hansen 

www.chr-hansen.com
	Mikroskúmavky. 

Inkubácia pri 47 °C.

Výsledok za 15 minút.

Vizuálne vyhodnotenie – zmena farby.

Verzia „100“ a „S 100“.

	ROSA Test

MRLBL 

(ROSA)
	Charm Sciences

www.charm.com 
	Reakčné pásiky

Inkubácia pri 55 °C

Výsledok za 8 minút.

Vizuálne vyhodnotenie – prítomnosť a farba prúžku, alebo odčítanie rídrom.

Obdobný test aj na tetracyklíny, sulfametazín a sulfadimetoxín, aflatoxíny a chinolóny.

	SNAP

BETA-LACTAM

TEST KIT

(SNAP)
	IDEXX Laboratories

www.idexx.com

	Skúmavka a špeciálna testovacia bunka.

Inkubácia pri 45 °C.

Výsledok za 10 minút.

Vizuálne odčítanie alebo rídrom - zafarbenie bodov.

Obdobný test aj na tetracyklín , aflatoxín M1 a gentamicín.


Tab. 6: Medze detekcie vybraných „rýchlych“ testov na vybrané antibiotiká

	Antibiotikum
	EU limit
	BetaStar
	DXP II
	P 100
	P S 100
	ROSA
	SNAP
	TS

	
	(ppb) 

	Penicillin G
	4
	2 - 4
	2 – 4
	4 - 6
	2 - 4
	2 - 3
	2 - 3
	2 - 3

	Amoxicillin
	4
	2 - 4
	4 - 8
	4 - 6
	3 - 4
	4 - 5
	7 - 8
	3 - 6

	Ampicillin
	4
	2 - 5
	4 - 8
	4 - 7
	3 - 4
	3 - 4
	4 - 6
	3 - 5

	Cefapirin
	60
	8 - 16
	4 - 8
	5 - 7
	3 - 5
	6 - 10
	10 - 12
	4 - 8

	Ceftiofur
	100
	75 - 150
	4 - 8
	40 - 70
	20 - 40
	30 - 60
	5 - 7
	10 - 15

	Tetracyklin
	100
	-
	-
	-
	-
	-
	20
	40 - 50


* Aktuálnu medzu detekcie na tu popísané resp. na iné antibiotiká sa odporúča overiť priamo u výrobcu testu.

Pomalé testy na princípe mikrobiálnej inhibície

Ide o metódy na princípe mikrobiálnej inhibície, pričom tieto testy patria medzi najuniverzálnejšie spôsoby dôkazu prítomnosti a čiastočne aj kvantifikácie vybraných IL v mlieku. Sú založené na princípe referenčnej metódy, to znamená na vizualizácii rastu prítomného citlivého mikroorganizmu, ktorý je metabolicky aktívny, resp. neaktívny, ak sú v mlieku neprítomné, resp. prítomné RIL v množstvách väčších, ako je medza detekcie týchto testov. To znamená, že oproti „rýchlo“ testom je nimi možné dokázať prítomnosť širšieho spektra antibiotík a sulfónamidov. Ako indikátorový mikroorganizmus sa používa prevažne Bacillus stearothermohilus var. calidolactis ATCC 10149, ktorý je totožný s C 953, alebo iný identický vhodný kmeň. 

Doba stanovenia je niekoľko hodín (pohybuje sa okolo 2,5 h – 3,5 h), reakčná teplota je vyššia (zvyčajne 63 °C – 68 °C), čo vyžaduje použite buď špeciálne dodávaných inkubátorov alebo bežného termoboxu schopného regulovať teplotu na požadovanej úrovni (nielen cieľová teplota, ale aj požadovaný maximálny teplotný interval – najčastejšie ± 0,5 °C alebo ± 1,0 °C). Validáciu týchto testov možno vykonať na základe odporúčaní ISO 13 969 „Milk and milk products – Guidelines for the standardized description of microbial inhibitor tests“.

Postup a princíp stanovenia: 

· testy majú formu liekoviek alebo mikrotitračných platní, v ktorých sa nachádza živné médium a spóry indikátorového mikroorganizmu (médium už môže obsahovať živiny potrebné na jeho rast, alebo sa tieto pridávajú pred tesne stanovením vo forme tabletky),

· ako indikátor metabolickej aktivity sa môže použiť acidobázický indikátor -  „bromcresol purple“  (dokazuje produkciu organických kyselín) alebo redox indikátor – „brilliant black“ (reaguje na zmenu redox potenciálu),

· pokiaľ indikátorový mikroorganizmus je metabolicky aktívny – v mlieku nie sú prítomné RIL, zmení sa farba testovacieho média,

· pokiaľ sa farba nezmení, mikroorganizmus nerastie, v mlieku sú prítomné rezíduá, farba zostáva modrofialová. 
Do tejto skupiny patria komerčne dostupné testy, ktorých príklady sú popísané v tabuľke 7, pričom medze detekcie na vybrané antibiotiká a sulfónamidy sú sumarizované v tabuľke 8.

Tab. 7: Príklady „pomalých“ testov na stanovenie antibiotík a sulfónamidov

	Názov
	Výrobca

	BR-Test AS-Brilliant (BRB)
	DSM, www.dsm.com

	BR-Test AS-Special (BRS)
	DSM, www.dsm.com

	BRT Inhibitor Test (BRTI)
	AddFood Service, www.add-food.com 

	BRT MRL-Screening Test (BRTM)
	AddFood Service, www.add-food.com

	Copan Milk Test (CMT)
	Copan Diagnostics, www.copaninnovation.com
Distribuuje:

Chr. Hansen, www.chr-hansen.com 

	Charm Blue Yellow Test (CBYT)
	Charm Sciences, www.charm.com

	Charm CowSide Test (CCST)
	Charm Sciences, www.charm.com 

	Delvotest SP (DSP)
	DSM, www.dsm.com


Tab. 8: Medze detekcie vybraných „pomalých“ testov na vybrané antibiotiká a sulfónamidy*

	Antibiotikum
	EU limit
	BRS
	BRTM
	CMT
	CBYT
	DSP**
	CCST

	
	(ppb)

	Penicillin G
	4
	2 - 4
	1,5 - 2
	2
	3 - 4
	2,5
	3 - 4

	Amoxicillin
	4
	3 - 4
	1 - 2
	2
	5 - 6
	3-5
	6

	Ampicillin
	4
	3 - 4
	2 - 3
	2
	5
	3-5
	5

	Ceftiofur
	100
	30 - 100
	70 - 100
	25
	300
	50 - 70
	50 - 100

	Cefapirin
	60
	-
	5
	4
	10
	5-10
	10

	Oxytetracycline
	100
	200 - 300
	250 - 500
	450
	300
	200 - 500
	200 - 300

	Sulfadimethoxin
	100
	50 - 150
	100
	50
	50
	100
	25 - 50

	Gentamicin
	100
	300
	100 - 200
	400
	300 - 400
	400 - 500
	300 - 400

	Tylosin
	50
	25 - 50
	25
	100
	75 - 100
	100
	40 - 50


* Aktuálnu medzu detekcie na tu popísané resp. na iné antibiotiká a sulfónamidy sa odporúča overiť priamo u výrobcu testu.

** Hodnoty pri odčítaní za 3 hodiny; výrobca udáva medze detekcie aj pre dobu odfarbenia negatívnej kontrolnej vzorky a pri odčítaní za 2 hodiny a 45 minút.
Praktické skúsenosti s detekciou IL v praxi   
V roku 2004 vykonalo Národné referenčné laboratórium pre mlieko a mliečne výrobky (NRLM)  ŠVPÚ Nitra celoslovenský monitoring surového kravského mlieka na prítomnosť IL. Metódami CHARM II a DELVOTESTOM SP bolo analyzovaných 502 vzoriek surového kravského mlieka a sledovaných 43 antiinfekčných látok. 

Odber vzoriek bol zabezpečený vzorkármi jednotlivých mliekarní paralelne s odberom vzoriek surového kravského mlieka na analýzy za účelom preplácania pre centrálne laboratóriá (CL). Sledovanie rezíduí β-laktámových antibiotík v odobraných vzorkách Delvotestom SP realizovali príslušné CL (Milex-Progres, a.s., Bratislava a VÚM, a.s. Žilina). V prípade pozitívnych výsledkov hlásili CL podozrenie z prekročenia MRL pre analyty zo skupiny ß-laktámových antibiotík NRLM ŠVPÚ Nitra a zodpovedným pracovníkom v príslušnej mliekarni. Pozitivita vzoriek na prítomnosť ß-laktámových antibiotík bola následne preverovaná v NRLM ŠVPÚ Nitra metódou CHARM II. 

Analýzu paralených vzoriek skríningovými metódami CHARM II, zameranými na sledovanie antiinfekčných látok rozdelených do 9 základných skupín (tab. 9) vykonávali pracovníci NRLM ŠVPÚ Nitra. Konfirmáciu pozitívnych vzoriek vykonával ŠVPÚ Dolný Kubín.

Tab. 9:  Sledované skupiny antiinfekčných látok, metódy analýzy a úroveň detekcie

	Analytická skupina
	Metóda skúšania
	Úroveň detekcie

	β-laktámy1
	Delvotest SP, CHARM II
	MRL*

	sulfonamidy2
	CHARM II
	MRL

	tetracyklíny3
	CHARM II
	MRL

	aminoglykozidy typu neomycín4 
	CHARM II
	MRL

	aminoglykozidy typu streptomycín5
	CHARM II
	MRL

	makrolidy a lincosamidy6
	CHARM II
	MRL

	novobiocin 
	CHARM II
	MRL

	spektinomycín
	CHARM II
	50 ppb

	chloramfenikol
	CHARM II
	0,1 ppb , 0,2 ppb**


*  Maximálny reziduálny limit

** úroveň 0,1 ppb daná citlivosťou testu, úroveň 0,2 ppb daná detekčným limitom konfirmačnej metódy HPLC/MS/MS

1 amoxicillin, ampicillin, PNC G, oxacillin, cloxacillin, dicloxacillin, nafcillin, ceftiofur,     cephapirin, cefquinom, cefazolin, penethamat

2 sulfacetamid, sulfachloropyridazin, sulfadiazin, sulfadimethoxin, sulfadoxin, sulfaethoxypyridazin, sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfamethizol, sulfanilamid, sulfapyridin, sulfathiazol, sulfaquinoxalin

3   oxytetracyklin, tetracyklin, chlortetracyklin, doxycyklin

4   neomycin, gentamycin

5   streptomycin, dihydrostreptomycin, gentamycin

6   erytromycin, lincomycin, pirlimycin, tilmicosin, tylosin, spiramycin

V rámci tohto monitoringu bolo sledovaných  502 vzoriek surového kravského mlieka na prítomnosť 43 analytov (s výnimkou spectinomycínu – vyšetrených 397 vzoriek). Z uvedeného počtu testovaných vzoriek: 

· ani u jednej vzorky nebola dokázaná prítomnosť spektinomycínu a chloramfenikolu, a nebolo dokázané prekročenie jednotlivých MRL pre sulfonamidy, pre tetracyklínové, makrolidové, linkozamidové a aminoglykozidové antibiotiká s výnimkou neomycínu, 
· v jednej vzorke bolo zistené prekročenie MRL limitu pre obsah neomycínu, 
· v dvoch vzorkách bolo zistené prekročenie MRL limitu pre obsah novobiocínu,
· v dvoch vzorkách bolo zistené prekročenie MRL limitu pre obsah benzylpenicilínu, resp. amoxicilínu. 
Cieľom screeningových testov by malo byť, aby všetky mali citlivosť rezíduí približne na úrovni MRL, avšak to sa nedarí. Rôzne testy, hoci na rovnakom princípe, nemajú ani rovnakú citlivosť. Rôzne testy môžu vykazovať kvalitatívne odlišné výsledky, v ojedinelých prípadoch aj rovnaké testy. 

S cieľom overiť a potvrdiť správnosť používania jednotlivých screeningových testov vykonal ŠVPÚ Dolný Kubín (ako Národné referenčné laboratórium pre antibakterálne látky a iné farmakologicky aktívne látky) v roku 2007 porovnávací test screeningových testov používaných v mliekarenských prevádzkach pri prvotnom vyšetrovaní mlieka. Testu sa zúčastnilo 15 mliekarenských prevádzok. Mliekárňam boli zaslané 4 vzorky surového kravského mlieka, z ktorých boli: 1 vzorka negatívna, 2 vzorky fortifikované β-laktámovými antibiotikami (amoxicilín, cloxacilín), 1 vzorka fortifikovaná antibiotikami zo skupiny tetracyklínov (tab.10).

Tab. 10:  Hladina fortifikácie vzoriek mlieka

	antibiotikum
	amoxicilín
	cloxacilín
	tetracyklín

	fortifikovaná úroveň
	0,004 mg/kg
	0,037 mg/kg
	0,400 mg/kg

	DELVOtest
	pozitívny
	pozitívny
	negatívny


V rámci tohto porovnávacieho testu sa zistilo, že na stanovenie RIL v surovom mlieku sa v mliekárňach používajú prevažne nasledovné 4 druhy sreeningových testov a to rýchly test (Beta Star, DELVO-X-Press) a pomalý test (DELVO SP-NT test, COPAN test). Ako už bolo konštatované, nevýhodou používaných rýchlych testov je, že detekujú prítomnosť len β-laktámových antibiotík, kým pomalé testy detekujú okrem β-laktámových antibiotík aj ostatné skupiny antibiotík (sulfonamidy, makrolidy, aminoglykozidy). Citlivosťou sú tieto testy porovnateľné, t.j. detekujú antibiotiká na približne rovnakých detekčných hladinách (tab. 11), ale skupinu tetracyklínov detekujú len vo vysokých koncentráciách (6 násobok MRL).

Tab. 11: Detekčné hladiny antibiotík zo skupiny β-laktámov a tetracyklínov

	Antibiotikum
	MRL
	Twinsenzor
	DELVO-X-Press
	BetaStar
	DELVO-SP-NT test
	COPAN test

	
	mg/kg

	Benzylpenicilín 
	0,004
	0,002
	0,004
	0,004
	0,003
	0,003

	Ampicilín
	0,004
	0,003
	0,006
	0,004
	0,003
	0,005

	Amoxicilín
	0,004
	0,003
	0,006
	0,008
	0,003
	0,003

	Cloxacilín
	0,030
	0,008
	0,040
	0,015
	0,020
	0,020

	Tetracyklín
	0,100
	0,050
	
	
	0,600
	0,500

	Chlórtetracyklín
	0,100
	0,050
	
	
	0,600
	0,500

	Oxytetracyklín
	0,100
	0,030
	
	
	0,600
	0,500


ŠVPÚ Dolný Kubín overil aj nový (na trhu SR) zatiaľ nepoužívaný rýchly test na detekciu beta-laktámových antibiotík a tetracyklínov v surovom mlieku, tzv.  Twinsenzor. Ide o kompetetívny receptorový test založený na formáte ponorného krúžku. Výhodou tohto testu je, že umožňuje nielen rýchlu kontrolu mlieka (6 minútový test pri 50 oC), ale dáva 2 výsledky v jednom teste, t.j. súbežne detekuje β-laktámové antibiotiká a tetracyklíny.
Na základe porovnávacieho testu vykonaného ŠVPÚ Dolný Kubín možno konštatovať, že na našom trhu používanými dostupnými sreeningovými testami nie je možné uspokojivo detekovať rezíduá antibiotík predovšetkým skupiny tetracyklínov, ktoré sa popri β -laktámových antibiotikách, najviac používané vo veterinárnej praxi. Z testu ďalej vyplynulo, že krátky sreeningový test Twinsenzor umožňuje v porovnaní s ostatnými testami detekovať rezíduá tetracyklínov v surovom kravskom mlieku pod ustanovené MRL (Nariadenie Rady EHS 2377/1990), čo má veľký význam pre prvotné screeningové vyhľadávanie rezíduí antibiotík vo výrobnom procese, t.j. v prvovýrobe mlieka a mliekarenských prevádzkach spracovávajúcich mlieko. 

Pre mliekarenské prevádzky spracovávajúce mlieko sa preto odporúča pre prvotné vyhľadávanie rezíduí antibiotík vo výrobnom proces používanie takých screeningových testov, ktoré umožňujú detekovať čo najväčšiu skupinu antibiotík a v detekčných hladinách, ktoré zodpovedajú povoleným MRL podľa Nariadenia Rady (EHS) č. 2377/1990.
2.2.3.2 Postcreeningové testy, konfirmačné metódy

Postcreeningové testy slúžia na predbežnú identifikáciu a kvantifikáciu RIL vo vzorkách, ktoré boli označené ako „pozitívne“ použitím screeningových metód. Ich spoločnou charakteristikou je, že sú vysoko sofistikované, určené na vykonávanie v špeciálnych referenčných laboratóriách s použitím príslušných meracích zariadení. Spektrum týchto metód je značne široké. Možno sem zaradiť:

· platňové dohľadávacie mikrobiologické metódy (jedna z nich na dôkaz β-laktámových antibiotík je popísaná aj v STN 570531:2001 Dôkaz a stanovenie antibiotík a sulfónamidov v surovom mlieku a tepelne ošetrenom mlieku),
· imuno-enzymatické metódy (ELISA),
· rádio-imunoenzymatické (RIA, Charm II - Charm Sciences, USA www.charm.com; Parallux - Idexx Laboratories, USA, www.idexx.com).
Pozitívne výsledky získané screeningovými ako aj postscreeningovými metódami musia byť konfirmované konfirmačnými metódami. Patria sem akceptované fyzikálno – chemické metódy ako napr. vysokoúčinná kvapalná chromatografia (HPLC), spojená prípadne s hmotnostnou spektrometriou (HPLC/MS). 

Efektívnou kombináciou a spojením uvedených metód s rôznym rozsahom aplikácie na detekciu antimikrobiálnych látok na koncentračných úrovniach príslušných MRL hodnôt vzniká flexibilne použiteľný integrovaný detekčný systém, ktorý zabezpečuje vysokú kvalitu bezpečnosti v produkcii potravín z hľadiska technologického ako aj toxikologického. 

2.2.3.3  Dokazovanie iných rezíduí
Hoci je v praxi pozornosť logicky zameraná predovšetkým na rezíduá veterinárnych liečiv (vzhľadom na ich dominanciu), v mlieku sú nežiadúce aj ostatné IL. Niektoré z nich je možné merať obdobne a na rovnakých zariadeniach, ako pri použití „rýchlych“ metód – napr.  aflatoxíny (MRLAFM ROSA Test, Charm Sciences, USA, www.charm.com, alebo AFLATOXIN M1 TEST KIT SNAP, Idexx Laboratories, USA, www.idexx.com). Tento postup je pre používateľa veľmi výhodný, šetrí mu náklady na zariadenia, použitie a vyhodnotenie testov býva podobné. 

Problémom však je, že nie všetky skupiny rezíduí je možné jednoznačne, resp. jednoducho dokázať. Príkladom sú rezíduá ČDP. Niektoré z nich je možné indikovať nepriamo, napr. pomocou merania pH, SH, kvasnej skúšky, jogurtového testu, resp. použitím orientačných kvalitatívnych metód. Určitú nádej vzbudzoval „kvasinkový“ test, pri ktorom sa ako indikátorový mikroorganizmus používal vybraný kmeň citlivej kvasinky, avšak ani ten sa zatiaľ komerčne nerozšíril. 

Možnosťou detekovať ČDP pomocou tzv. kvasinkového testu, metódou agarovej difúzie s testačným kmeňom Saccharomyces cerevisieae na Sabouraudovom agare sa zaoberali v referenčnom laboratóriu pre IL látky v ČR. Kvasinky sa považujú za citlivejšie voči chlórovým a jódovým preparátom a kvartérnym amóniovým zlúčeninám (v okolí disku s kontaminovaným mliekom vytvárajú inhibičné zóny).  

Viaceré práce zisťovali vplyv rezíduí ČDP používaných v prvovýrobe mlieka na schopnosť kysnutia mlieka (jogurtový test), na reakciu testov založených na citlivosti testovaného mikroorganizmu (Delvotest SP, kvasinkový test, IN – test...), bola snaha určiť limitnú detekovateľnú koncentráciu ČDP a nájsť možnosti potvrdenia ich výskytu v mlieku. 

V týchto prácach bolo napr. zistené, že jogurtová kultúra Rx používaná pri zisťovaní schopnosti kysnutia mlieka vykazuje síce vyššiu citlivosť k rezíduám ČDP, avšak zreteľná citlivosť a nízke výsledky jogurtového testu sa prejavujú až od koncentrácie, ktorá predstavuje prienik 1/20 celej dávky pracovného roztoku do mlieka (výsledná koncentrácia prostriedku v mlieku závisí od predpisu na prípravu pracovného roztoku, rádovo je to 0,1 – 0,01 %). Záchyt rezíduí týchto prostriedkov napr. metódou IN - test je veľmi nepravdepodobný a možný až v prípade, že celá dávka ČDP pri jednom čistení by prišla do nádoja mlieka. 

Detekovateľné koncentrácie ČDP v mlieku boli pre overované testy nepravdepodobne vysoké. Ako najcitlivejšia metóda záchytu kyslých ČDP v mlieku sa ukázala titračná kyslosť, ktorá je zmenená od hladiny 0,05 % (t.j. 50 ml koncentrovaného prípravku na 100 l mlieka). Takýto prípad môže nastať iba za extrémnych okolností. Zásadité prostriedky spôsobujú zmenu titračnej kyslosti mlieka pri ešte vyšších koncentráciách (0,1-2 % v závislosti od zásaditosti koncentrátu).

Testovaním schopnosti kysnutia mlieka tzv. jogurtovým testom možno zistiť prítomnosť ČDP väčšinou až pri hladine kontaminácie 0,5 % (t.j. 0,5 l na 100 l mlieka), ktorá už takmer neprichádza do úvahy. Kyslé ČDP vplyvom vlastnej kyslosti poskytujú vyhovujúce výsledky jogurtového testu, takpovediac falošne ich vylepšujú, ale od koncentrácie 0,5 % predstavujú technologické riziko pre mliekarenské kultúry. Pri tejto hladine kontaminácie je rozdiel oproti pôvodnej kyslosti nedostatočný, čo znamená, že prostriedky spôsobili inhibíciu metabolizmu jogurtovej kultúry. Alkalické prostriedky sa znížením výsledkov jogurtového testu prejavujú taktiež od hladiny 0,5 % a nejedná sa len o vplyv pôvodnej zásaditosti vzorky, ktorú musí jogurtová kultúra prekonávať. Pretože rozdiel medzi pôvodným a konečným stupňom kyslosti nie je dostatočný (menej ako 20 °SH), je zjavné, že na mliekarenské kultúry pôsobia inhibične, čo so zvýšením koncentrácie na 1 % narastá. 

Test na prítomnosť IL, ktorý sa používa v CL Delvotest SP, v praktických podmienkach nie je spôsobilý indikovať rezíduá najnovších druhov ČDP, pretože reaguje iba na alkalické prostriedky, a to až na hladiny od 0,75 % ČDP v mlieku vyššie. Predĺžením času inkubácie však i u všetkých zásaditých prostriedkov došlo k odfarbeniu indikátora, čo znamená, že testovací kmeň v skutočnosti nebol inhibovaný, len musel prekonávať pôvodnú alkalitu vzorky a výsledky boli v podstate falošne pozitívne. Kyslé ČDP spôsobujú zvýšenie kyslosti skúšanej vzorky, čo má za následok odfarbenie acidobázického indikátora v médiu i bez tvorby kyseliny mliečnej testovacím kmeňom, čo spôsobí negatívny výsledok testu bez ohľadu na to, či bol alebo nebol inhibovaný (tzv. falošne negatívne výsledky).

Zatiaľ čo staršie typy ČDP obsahujúce jodofory a kvartérne amóniové zásady bolo možné screeningovo detekovať pomocou kvasinkového testu, nové typy ČDP vytvárali zreteľné zóny inhibície až pri koncentráciách vyšších ako 10 %. Tieto vzorky boli všetky vyzrážané, zapáchali po ČDP, čiže boli výrazne zmyslovo zmenené a absolútne neprichádza do úvahy že by sa v praxi mohla nepozorovane vyskytnúť takáto silná kontaminácia mlieka. 

Senzoricky sa výskyt ČDP v mlieku dá spoľahlivo zistiť na základe zápachu po dezinfekčných prostriedkoch taktiež až od pomerne vysokých koncentrácií pri hladine 0,25 % až 2 % podľa obsahu chlórnanu sodného. Zrazenie mlieka vo forme krupičkovitej až piesčitej zrazeniny u kyslých prostriedkov bolo pozorované až od hladiny 0,5 %, zásadité prostriedky nespôsobujú zrazenie sa mlieka, čo je spôsobené rozpúšťacím a emulgačným efektom.

2.2.3.4  Systém skúšania a správna laboratórna prax pri stanovení RIL 
Na základe doterajších skúseností s detekciou RIL v sektore výroby a spracovania mlieka systém kontroly RIL na farme, resp. v mliekarenskej prevádzke by mal vyzerať nasledovne:
· rozhodnúť sa pre používanie jedného z rýchlych testov, jedného z mikrobiálnych testov a zabezpečiť si k tomu potrebné vybavenie a zaškolenie personálu, ktorý bude testy vykonávať,
· každú vzorku mlieka pred skúškou zahriať vo vodnom kúpeli pri teplote 80 °C po dobu 10 minút, čím sa eliminuje účinok primárnych, prírodných IL (vyhneme sa tak možnosti dosiahnuť ″falošne″ pozitívny výsledok),
· každú pozitívnu vzorku potvrdiť mikrobiálnym testom,
· pri skúškach používať aj kontrolnú vzorku negatívnu a kontrolnú vzorku pozitívnu.
Pri skúšaní vzoriek rýchlymi testami môžeme dosiahnuť nasledovné výsledky: 
· skúšaná vzorka je negatívna – mlieko sa môže použiť,
· skúšaná vzorka je pozitívna – odobrať ďalšie dve vzorky a skúšať ich opakovane s negatívnou a pozitívnou kontrolnou vzorkou,
· obe skúšané vzorky sú negatívne a kontrolné vzorky majú odpovedajúci výsledok – mlieko sa môže použiť,
· jedna zo vzoriek, alebo obidve sú pozitívne – potrebné vykonať skúšanie vzoriek testom na princípe mikrobiálnej inhibície,
· výsledok skúšky na mikrobiálnom teste  je negatívny – mlieko sa môže použiť,
· výsledok skúšky na mikrobiálnom teste  je pozitívny – mlieko nie je vhodné na ďalšie spracovanie.
Pri skúšaní  sa však stretneme s problémom ″falošne″ pozitívnych a ″falošne″ negatívnych výsledkov. Problém ″falošne″ pozitívnych výsledkov zistených rýchlymi testami z hľadiska praktickej aplikácie nie je vlastne problém, pretože pred tým, než sa urobí definitívne rozhodnutie, je možné skúšky všetkých pozitívnych vzoriek zopakovať inou metódou. Problémovým javom je výskyt ″falošne″ negatívnych výsledkov zistených rýchlymi testami. V takomto prípade neexistuje žiadna reálna možnosť ako odhaliť vzniknutú chybu. Preto, ak je dostatočný časový priestor, je lepšie použiť testy na princípe mikrobiálnej inhibície, pretože tieto majú väčšie spektrum záchytu. 

Pravdepodobne najviac testov na RIL sa vykonáva v CL. S tým súvisí aj nutná schopnosť CL zabezpečiť okrem vyššie uvedených zásad aj jasnú a jednoznačnú identifikáciu vzoriek a následného priradenia zodpovedajúceho výsledku. Skúšanie pomocou testov na princípe mikrobiálnej inhibície je príkladom skúšky, ktorá sa musí vykonať „mimo vzorkovnice“ – to znamená, že operátor musí ručne vzorku napipetovať do zvoleného testu. Nevyhnutné je, aby označenie testovacej jamky bolo totožné s označením vzorkovnice. Na to sa využíva systém denných čísel. 

Pre objektivizáciu odčítania výsledkov a ich archiváciu zaviedli CL technológiu DelvoScan (tento systém je určený na testy Delvotest SP, ktoré sa v drvivej väčšine používajú v CL). Princípom je skenovanie blokov reakčných jamiek po ukončení inkubácie na špeciálnom okalibrovanom, ale komerčne bežne dostupnom skeneri a následné softvérové spracovanie obrazu, pričom výsledkom je jednak oskenovaný obrázok a najmä však jednoznačná identifikácia pozitívnych alebo negatívnych vzoriek (pomocou kvantifikácie úrovne sfarbenia). Takto vytvorené súbory sa dajú archivovať v elektronickej, alebo tlačenej forme, pričom namerané výsledky možno exportovať priamo do ďalšieho softvéru, ktoré laboratórium používa na riadenie dát a na vytváranie protokolov o skúškach. 

Prezentovanie výsledkov skúšok screeningových testov používaných v praxi môže byť na prvý pohľad veľmi jednoduché a jednoznačné, t.j. vo vzorke sú alebo nie sú prítomné RIL. Ak sa však nad metódami zamyslíme hlbšie, určite postrehneme určité problémy:
· Najmä „pomalé“ testy môžu byť citlivé aj na prirodzené termolabilné inhibítory, ktoré inhibujú rast indikátorového mikroorganizmu a vyskytujú sa najmä v čerstvo podojenom mlieku. Ich účinok sa stráca po tepelnom ošetrení. Preto ak sa vzorka pred skúšaním „pomalým“ testom nezahreje vhodným spôsobom (napr. 80 °C, 10 minút) môže sa získať falošne „pozitívny“ výsledok. 
· Z pohľadu kvalitatívneho každým testom/metódou možno stanoviť iba určitú skupinu rezíduí, ktorá môže byť ohraničená pomerne jasne, napr. β-laktámové antibiotiká, alebo značne široko, ako je to v prípade „pomalých“ testov. To znamená, že ak prezentujeme „negatívny“ výsledok, vždy musíme brať do úvahy kvalitatívnu citlivosť daného testu. 
· Každý test má aj z pohľadu kvantitatívneho rôznu medzu detekcie v závislosti od zvoleného rezídua. Výrobcovia sa samozrejme snažia maximálne priblížiť MRL publikovaným v legislatíve, avšak nie v každom prípade sa tieto dve hodnoty úplne zhodujú. Ak zoberieme doslova dikciu legislatívy, že mlieko nesmie obsahovať rezíduá v množstvách vyšších ako MRL a na testovanie sa použije „prísnejší“ test, poškodená strana môže tvrdiť, že dané mlieko je napriek „pozitívnemu“ výsledku v zmysle požiadaviek príslušnej legislatívy v poriadku.
· Vykonávanie testov môže byť interferované inými vlastnosťami mlieka (vysoký počet mikroorganizmov, vysoký počet somatických buniek, neprirodzená kyslosť mlieka). Operátor môže pri takomto mlieku dospieť k falošne „pozitívnym“ výsledkom. Problematické to môže byť napríklad vtedy, ak sa testuje mlieko od individuálnych kráv, ktoré boli liečené na mastitídu, stále majú vyšší počet bunečných elementov a napriek tomu už neobsahujú zbytky použitého liečiva. Naopak, nevhodné skladovanie vzorky (dlhšiu dobu a pri vyšších teplotách), môže spôsobiť rozloženie prítomných rezíduí.
Napriek týmto problematickým bodom má systém skúšania svoje jednoznačné opodstatnenie a nemožno ho spochybňovať. Pri jeho aplikácií je však vhodné dodržať nasledovné zásady:
· Do obchodných zmlúv zakotviť pojem „bez prítomnosti RIL“. Odporúča sa presne uviesť aké testy a kde sa budú používať. Vhodná je kombinácia viacerých metód, pričom „pomalé“ testy sú vhodné všade tam, kde je možné čakať dlhšiu dobu na výsledok (farma, na mliekarni na príjme mlieka na potvrdenie „pozitívnych“ výsledkov z „rýchlych“ testov, v CL). Naopak „rýchle testy“ sa dajú vhodne použiť tesne pred prečerpávaním mlieka do cisterny na farme, počas prepravy mlieka v aute, alebo pri prečerpávaní mlieka z cisterny na mliekarni. Ak sa v celom reťazci používajú „pomalé“ alebo „rýchle“ testy viac krát, používať ten istý test, ak je cieľom maximálna zhoda výsledkov. 
· RIL dokazovať čo najrýchlejšie po odbere vzorky, pričom počas transportu sa vzorka musí uchovávať v chlade, resp. zamrazená.
· Každú metódu/test používať striktne podľa schváleného postupu. Veľký dôraz treba dbať na čistotu používaných pipiet, dodržanie reakčných podmienok (najmä čas a teplota), presné odčítanie výsledkov, expiračnú dobu a uskladnenie používaných chemikálií. Pravidelne kontrolovať spôsob vykonávania pomocou referenčných pozitívnych a negatívnych vzoriek.
· Pri získaní „pozitívneho“ výsledku tento overiť. Vždy vykonať minimálne záhrev vzorky, prípadne ďalšie dohľadanie rezídua. Rovnako na základe medze detekcie a riedenia „pozitívnej“ vzorky „negatívnou“ je možné približne odhadnúť koncentráciu prítomnej dokázanej látky. Pre prípad sporu sa odporúča „pozitívne“ vzorky zamraziť a meranie zopakovať v inom laboratóriu inou metódou. Ani mrazenie však nedokáže úplne zabrániť degradácií prítomných rezíduí a tak po určitom čase sa nemusia v takýchto vzorkách rezíduá dokázať.
3.  Záver 
Zdravotná bezpečnosť potravín je v posledných rokoch považovaná za nosnú tému potravinárstva. Zvyšovanie efektívnosti poľnohospodárskej výroby prináša so sebou aj problém CZL, ktoré nie sú prirodzenou súčasťou mlieka. Základnou filozofiou ustanovení potravinového práva EÚ je predchádzať u ľudí zdravotným rizikám, ktoré pochádzajú z umiestňovania takých potravín na trhu, ktoré sú buď zdraviu škodlivé alebo nevhodné na spotrebu ľuďmi.  
Kontrole výskytu CZL v sektore výroby a spracovania mlieka sa v Slovenskej republike venuje významná pozornosť. Najvýznamnejšie zdravotné a technologické riziko predstavuje sekundárna kontaminačná inhibícia mlieka, označovaná aj ako reziduálne inhibičné látky – RIL. Dlhodobé sledovania výskytu inhibície v mlieku vedú k poznatku, že dominantným faktorom inhibície mlieka je inhibícia liečivami (najmä antibiotiká, sulfonamidy, tetracyklíny). V zmysle nariadenia (ES) č. 853/2004 sa na trh nesmie dostať surové mlieko, ktoré obsahuje reziduá liečív nad povolené limity.
V praxi sa na detekciu RIL v mlieku používajú v prvom stupni screeningové testy, v druhom postscreeningové testy a nakoniec konfirmačné metódy. Efektívnou kombináciou a spojením uvedených metód s rôznym rozsahom aplikácie vzniká flexibilne použiteľný integrovaný detekčný systém, ktorý zabezpečuje vysokú kvalitu produkovaného a spracovávaného mlieka z hľadiska technologického ako aj toxikologického. 
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