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Biometrické hodnotenie stanovenia po¢tu baktérii v suSenom
odstredenom mlieku

MARIA VALLUSOVA — FRIDRICH GORNER

Sthrn. Prislusné mikrobiologické analytické metédy pre pozivatiny st Standar-
dizované a posudzovanie nimi ziskanych vysledkov vyzaduje znalost matematicko-
statisticky oddvodnenych tolerancii.

Pri 244-nasobnom vysetreni troch vzoriek suseného odstredeného mlieka sa
zistilo, ze pri zriedeni vysetrovanych vzoriek 10-! (po¢et KTJ na Petriho miske
medzi 24 az 264) bola presnost uréenia vyjadrend relativnou smercdajnou odehyl-
kou (sp) pri +2 sx +34,8 9. Této hednota je pcdobna +30 94, ktortt pre takéto
vySetrenia udava CSN 56 0100 [1]. Pri menSom poc¢te KTJ na Petriho miske (< 30)
treba pocitat s relativnou smercdajnou cdehylkou 60 9.

Najstarsou, ale doteraz nenahraditelnou metédou stanovenia poctu baktérii
v mlieku a inych potravinach je Kochova kultivatnd metdde na agarovych
zivnych podach alebo v nich na Petriho miskach (PM). Je to metdda znacne
empiricka. Bakteridlne bunky sa vo vysetrovanych produktoch vyskytuju
izolované, v paroch, v retiazkach a v rozlicnych zhlukoch. Preto pocty koldnii,
ktoré na zivnej pode alebo v Zivnej pdde narastii. nereprezentuju pocet jed-
notlivych buniek. Okrem toho niektoré baktérie na pouzitej zivnej pode ne-
vytvorie viditelné koldnie, lebo im nevyhovuje jej zlozenie, pristup vzdusného
kyslika, kultivacna teplota, kultivacny cas a iné podmienky [3]. Z uvedenych
dovodov sa namiesto udavania tzv. ,,celkového poctu baktérii™ v hmotnostnej
alebo objemovej jednotke ujal v literattire pojem ..koldnie tvoriace jednotky*
(KTJ); je to potet na polotuhej zivnej pode viditeInych koldnii, prepoéitany
na ml alebo g vysetrovaného produktu.

Na dosiahnutie porovnatelnych vysledkov musia byt analytické metédy
shiziace pre kontrolné a hospodarske organizécie Standardizované. Thto po-
ziadavku u nds zabezpecuji Ceskoslovenské statne normy [1].
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* Vedla vhodnych standardnych analytickych metdd st délezité aj jednotné
sposoby posudzovania vysledkov mikrobiologickych analyz, a to pre kontrolné
organy i pre zakladny a aplikovany vyskum. Pri posudzovani vysledkov sa
musi vychddzat z heterogénnosti distribicie mikroorganizmov vo vySetrovanej
vzorke, partii alebo z denného kolisania obsahu sledovanych mikroorganizmov
vo vySetrovanom produkte a z presnosti a zhodnosti, resp. spolahlivosti vysled-
kov vySetreni urcitou metédou. Na to sa svojim spésobom pamits aj v CSN
56 0100. Pri kazdej metdde sa tu uvadza odstavec s nadpisom ,,Presnost®,
.,»Zhodnost* resp. ,,Spolahlivost skasky*.

Presnost je rozdiel vo vysledkoch vySetreni tej istej vzorky v tom istom labo-
ratériu, za rovnakych podmienok.

Zhodnost je rozdiel vo vysledkoch vySetreni tej istej vzorky dvoma labora-
tériami za rovnakych podmienok.

Spolahlivost skasky je sihrn presnosti a zhodnosti [1, 9].

Urcité nedorozumenie v kruhoch potravindrskych mikrobiolégov vyvolalo
vydanie CSN 56 0082 ,,Potravinarske vyrobky. Zasady kultivécie mikroorga-
nizmov a spoésob spracovania vysledkov pri mikrobiologickom vySetrovani‘,
platnej od r. 1984. V nej sa uvadza: ,,Tato norma nahradza ¢lanky 23, 48 az 56
aZ 68 v CSN 56 0100, V tychto ¢lankoch (napr. 66) sa uvadzaji aj poudenia
o najvyssich pristupnych odchylkach vysledkov mikrobiologického vySetre-
nia vzoriek s odkazom na jednotlivé metédy (variacné Sirka). V désledku vy-
dania tejto normy zrugila u nis Stétna ingpekcia akosti v Bratislave ,,pri vy-
hodnocovani mikrobiologickych vysledkov mliekdrenskych vyrobkov zohlad-
novanie 30 9%, tolerancie prekrocenia koliformnych baktérii vo vyrobkoch*
(SIA, 5154/84-Ko, zo dita 19. 12. 1984).

V tejto stivislosti a v snahe na experimentalne ziskanych vysledkoch zné-
zornit problematiku presnosti vysledkov kvantitativnych mikrobiologickych
vysetreni, ako aj ich hodnoteni v kontrolnej a vyskumnej praxi, zamerali
sme sa v tomto prispevku na urcenie ,,celkového pocétu baktérii‘‘ vyjadrenych
ako KTJ vyrastené z prislusného zriedenia suseného odstredeného mlieka,
prepocitané na 1 g produktu a urobili sme jeho matematickostatistické zhod-
notenie.

Material a metdda

Na vysetrenie sa pouzili vzorky suSeného odstredeného mlieka (SOM) vy-
robeného v susiarenskych zavodoch n. p. MILEX.

Pri mikrobiologickom vySetrovani sa pokracovalo zésadne podle CSN 56 0100
Ako zivnd pdda sa pouzil mésopepténovy agar, vyrobok n. p. Imuna, Saris-
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ské Michalany, zloZenia: peptén pre bakterioldgiu 10 g, NaCl 5 g, agar 15 g.
destilovand voda 1000 ml; pH po rozplneni 7,24-0,2. Pri vyhodnocovani
kolénii vyrastenych na Zivnej pode sme pokradovali podla, (SN 56 0082 [4].

Vysetrili sme tri vzorky SOM. Potet vysetreni jednej vzorky sa volil vysoky
8 az 28 razy, aby sa Co najviac kompenzovali ndhodné chyby jednotlivych
vysetreni a brala do tivahy aj nerovnomerns distribicia baktérif vo vzorke.
Vzorka sa vySetrovala v ten isty den 3—4-krat v dvoch paralelnych radoch
poéniic od navazku. Dalsie vysetrenia sa robili do piatich dni, vidy rovnakou
metddou, v rovnakom laboratériu a rovnakymi pracovnikmi. Zvlast sa hodno-
tili vysledky ziskané poéitanim vyrastenych kolénii za 24 h a za 48 h a vysledky
ziskané z misiek s nizkym poétom kolénii a s vyss§im poétom kolénii.

Kvantitativnym mikrobiologickym vysetrenim ziskané vysledky sme podro-
bili matematickostatistickej analyze, priom sme vypoéitali ich aritmeticky
priemer (z), smerodajni odchylku (s,) a relativnu smerodajnt odchylku (s,)
[5,7].

Vysledky a diskusia

Vysledky mikrobiologického vysSetrenia SOM na celkovy pocet KTJ.g?
a ich matematickostatistické hodnotenie zhfiia tabulka 1.

Pri porovnani aritmetickych priemerov vysledkov stanovenia celkového
poctu KTJ.g1 v SOM nachidzeme zdanlivé nezrovnalosti. Pricinu velkého
rozdielu priemernych vysledkov B; a B, (2775 KTJ.g* a 4250 KTJ.g™1) pri
odéitani za 24 h vidime vo vysokej relativnej smerodajnej odchylke (s pre
+2 s, 41214 9), ktord najpravdepodobnejsie spdsobil nizky pocet KTJ na
PM (2 2z 9). Pri odéitani vysledkov za 48 h boli priemery poc¢tov KTJ.g~ spra-
vidle vacsie ako za 24 h, ale nie tmerne. To bolo zjavné najmé pri priemernych
vysledkoch A, & A, (15976 KTJ.g! a 25 661 KTJ.g), ako 2j pri B, a B,
(4250 KTJ.g1 a 7375 KTJ.g™1). Pricinu tohto javu mozno pravdepodobne
vysvetlit rozlitnymi rychlostami rastu koldnii rozliénych baktérii. Podla Hat-
toriho [6] je priemer koldénii (d) linedrne imerny Specifickej rastovej rychlosti
prislusnych buniek. Na obrazku 1 vidiet, ze priemery kolénii na PM boli asi
v pomere 1 : 10 a viac.

Ak sa opytame, ¢ vzorky SOM, ktoré sme vySetrili, vyhovovali poziadavke
CSN 57 0803 [3], ktora urtuje, aby ,,celkovy potet baktérii“ z 1 g SOM nebol
vyssi ako 50 000 KTJ. g1, mézeme povedat ano, lebo uréené poéty KTJ.g-*
v SOM boli v rozmedzi 2670 2z 25 661. Toto rozmedzie zahftia urcenie aj pri
nepriaznivych podmienkach, t. j. pri vyssom zriedeni (10-2) a v dosledku toho
nizkom pocéte KTJ na Petriho miskdch, ako aj odéitanie za 48 h.
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Tabulka 1. Vysledky vySetreni poétu KTJ.g v sufenom ods tredenom mlieku
Table 1. The results of the investigation of the KTJ g~! count in dried skim milk
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7 tohto moézeme usudzovat, Ze pri uréeni limitu 50 000 KTJ.g-! sa brala
do tvahy varia¢na sirka vysledkov stanovenia CPB sposobena chybou metddy,
i nerovnomernou distribticiou baktérii vo vySetrovanych vzorkach SOM.
V CSN 56 0100 [1] sa pre tieto vysetrenia uréuje presnost -30 9.

My sme matematickostatistickym hodnotenim vsetkych vysledkov (pri
zriedeni 101 a 10~2 a od¢itani za 24 a 48 h) zistili priemerni relativnu smero-
dajni odchylku sy pri +2 s, 48,3 %, zaokrihlene --50 9%,, pravdepodobnost
omylu p = 5 %, Tato je vysiia ako 30 9%, podla C'SN 56 0100 [1]. Ak ale vy-
potitame priemernu s zvlast pre vysledky ziskané zo zriedenia vzorky 101,
¢o je vzhladom na vacsi pocet KTJ na miskach pre presnost uréenia vyhodnej-
Sie, obdrzime sy 4 34,8 9,. Pre vyssie zriedenie 10-2, pre mensi pocet koldnii,
pre presnost nevyhodnejsi, obdrzime priemernt s +61,7 9.

Z tejto tivahy vyplyva, ze pri vhodnom zriedeni vzoriek (v nasom pripade
10-1) bola variatna Sirka uréenia CPB v SOM, ktort sme zistili, +34,8 %, teda

Obr. 1. Kolénie (KTJ) zo suseného odstredeného mlieka vyrastené na MPA.
Fig. 1. Colonies forming units (KTJ) from dried skim milk grown at the agar meat
infusion.
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podobné ako 430 9, ktori udiva CSN 56 0100 [1]. Weiss & Arndtové [10]
zistili pre presnost urcenia CPB v SOM variaénd Sirku 25,9 az +41,3 9,
(p = 5 %). Mozno preto potvrdit, Ze sy 30 9, pre presnost uréenia CPB v CSN
56 0100 [1] je realna. Pri numerickom limite 50 000 K'T.J. ¢! a presnosti urce-
nia CPB 30 % by nemal byt priemerny skutocny obsah KTJ.g-' v SOM
vyssi ako priblizne 38 400 K'TJ . g1 V praxi sa vsak pri nizkom podte KT.J.
.g7t v produkte a vyssom zriedeni vzorky stava, Ze na Petriho miskéch narastie
malo kolénii (<< 30). V takomto pripade musime uvazovat s vyssou priemernoun
sr, podla tu prezentovanych vysledkov +4-61,7 9, zaokrihlene 60 9, (p =
= 5 9,). Potom pri numerickom limite 50 000 K'T'J.g=! by nesmel skuto¢ny
priemerny obsah KTJ . g1 v SOM prekro¢it priblizne 31 500 KT.J .g-1.

Uvedend tvaha je platna pre stanovenie a posudzovanie obsahu CPB v SOM
z hladiska kontrolnej praxe. Pri vyskumnych tlohach, napr. pri sledovani dy-
namiky odumierania baktérii v SOM pocas jeho skladovania treba vzdy pocitat
s presnostou stanovenia 30 Y, alebo inou, zistenou experimentalne. Takto
treba posudzovat aj pomerné zastipenie rodov a druhov baktérii pri kvalita-
tivnej mikrobiologickej analyze v porovnani s CPB.

Pre pracovnikov, ktori sa zaoberaji posudzovanim vysledkov kvantitativ-
neho i kvalitativneho mikrobiologického vysetrovania pozivatin, by malo
byt samozrejmé, aby ovladali zdkladné matematickostatistické metédy ich
vyhodnocovania. Tieto im davaji moznost ziskané vysledky hodnotit objektiv-
ne a robit zovseobecnujice zavery, resp. vyvdavat odévodnené zavizné rozhod-
nutia.
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BHO)I!‘TPH'!Q(‘I.‘&\H OICHRAQ OHPEJIedeHA ROJUYCCTBA 6&[]\'T(’[)Ilﬁ B CymI€HOM
CeIapupoBaHHOM MOJORC

Pesome

COOTBETCTBYIOIIHE MUKPOOIOTONHYCCRIC AHATIMTIYECKIIe MCTOD! I PO Iy KTOB IHITaHIIT
CTAHAAPTU30BAHLL 1 OLCHKA HIMI IOAYYCHHBIX PE3YVILTATOB TpeOyer 3HaHmil MaTemari-
YeCKO-CTATHCTIYECKIT 000CHOBAHHLIX JIOIYCROB.

[Tpu  244-KpaTHOM 1CCIICAOBAHIIL TPeX HpPod CYHICHOIO CeIaplupOBAHHOTO MOJORA
OLITIO YCTaHOBJIGHO, UTO Npil pasdaBlaeRAM uceae oBaHHLIX npod 1071 (roiuuectso HITE
— ,,ROJIOHIIM TIPEJCTaBJIAIONIe eTUHIUE" — B vamke tHerpu memiy 24 1 264) Guuia
TOYHOCTL ONPeNE/TCHIs BhpaKeHa OTHOCHTEILHLIM CTAHJAPTHEIM OTKIOHeHuEM (S;) upn
— sx = 34,8 9, JT0 3HaueHNe uMeeT CXOACTBO ¢ - 30 9, KOTOpOE LT TaRHX ICCIae10-
Banuii gasgavaer UCH 56 0100. Ilpu membmenm rosmuecrse RITE B yamre [Terpin (- 30)
BeOOXO/IMO YUITEBATEL OTHOCHTE/ILHOE CTaHZapTHOE OTk.JoHeHue -+ 60 9.

Biometric evaluation of bacteria quantity in dried skim milk

Summary

The respective microbiological analytical methods for foodstuffs are standardized. The
evaluation of obtained results demands the knowledge of mathematic and statistic
admissible tolerances.

At 244 times repeated investigations of three samples of dried skim milk, it was de-
termined that the evaluation’s accuracy of investigated samples diluted on 10-1 was
expressed as relative standard deviation (sy) at -4 2s, 4+ 34.89; (count of colony
forming units on Petri dish ranged with 24-—264). This value is the similar one
(4 309;) to the Czechoslovak standard No. 56 0100 [1] recommended for those in-
vestigations. It is necessary to calculate with relative standard deviation - 6097 in
case of the lower count of colony forming units (CFU) on Petri dish (< 30).



