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Perspektivy merania mikrobiologickej kvality surového mlieka
laserovou prietokovou cytometriou

MARTIN TOMASKA

SUHRN. Laserova prietokova cytometria sa vyuziva na meranie mikrobiologickej kvality
surového mlieka ako rutinnd metdda. Jej principom je selektivne zafarbenie mikroorga-
nizmov a ndsledné pocitanie impulzov, ktoré vzniknud po oziareni buniek, usporiadanych
v monobunkovej linii v detektore, laserovym svetlom. V porovani s urenou platiiovou
metddou md laserovd prietokovd cytometria viaceré vyhody, akymi su rychlost a lepSia
zhodnost merania. Na to, aby vysledky namerané touto metédou primdrne v IBC (indivi-
dudlne bakteridlne bunky) mohli byt vyjadrené v jednotkach urcenej metddy - KTJ (jed-
notky tvoriace koldnie), je potrebné vytvorit prepocitavaci vztah. Ten musf reprezentovat
oblast, pre ktoru sa bude pouzZivat a je potrebné ho neustdle verifikovat. Predsa v3ak,
kedze je princip merania laserovou prietokovou cytometriou odliSny ako pri urcenej
metdde, vyjadrend mikrobiologickd kvalita sa mdze odliSovat. Pokial je prepocitavaci
vztah vyjadreny linedrnou regresiou, interval spolahlivosti merania zdvisi predovSetkym
od smerodajnej odchylky regresie (syx).

Klicové slova: laserovd prietokova cytometria; mikrobiologickd kvalita; surové mlieko

Systém kontroly kvality surového mlieka je celosvetovo dobre prepraco-
vany, ¢o sa tyka legislativy, inStitucii, systému, vzorkovania, metdd a vyu-
Zivania vysledkov. Tie sliZia na posuidenie zdravotnej bezchybnosti surového
mlieka a ovplyviiuji jeho ndkupnu cenu. Mikrobiologickd kvalita je jednou
z hlavnych vlastnosti mlieka, ktord sa pravidelne preveruje. Podla prisluSne;j
eurdpskej legislativy (smernica CD 92/46 [1]) limitnd hodnota celkového
poctu mikroorganizmov stanoveného kultiva¢nou metédou pri 30 °C [2], je
100 000 KTJ.ml-1, pricom sa jednd o geometricky priemer z 2 mesiacov
pri skuSanf aspon 2 vzoriek za mesiac. V praxi to znamenad, ze pokial mlieko
v danom obdobf{ presahuje tento limit, nesmie sa dalej pouZzitf na humdnnu
vyZivu az do doby vykonania d¢innych napravnych opatreni.

Ing. Martin TOMASKA, PhD., SL Examinala, Vyskumny tstav mliekdrensky, a.s., D1hd 95,
010 01 Zilina. E-mail: tomaska@vumza.sk
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Interpretiacia vysledkov merania mikrobiologickej kvality

Vysledky neSpecifickych mikrobiologickych metdd, ako je napriklad
meranie mikrobiologickej kvality, je komplikované interpretovat. Podla zvo-
leného sposobu skusania sa také parametre, ako napr. zastipenie jednotli-
vych druhov, biologicka aktivita, vyskyt zhlukov buniek, subletdlne poskode-
nia redukuju do odhadu jedného parametra, napr. schopnosti vytvarat kolo-
nie za podmienok vykonania metddy. Z tohto je zrejmé, ze bez ohladu
na zvolenu metddu, Ziaden vysledok nereprezentuje celkovy absolitny obraz
o mikrobiologickej kvalite. Vysledky sa preto musia interpretovat zdsadne
za podmienok prislusnej metddy, ktord sa musi dodrziavat [3].

Pre mnohé mikrobiologické metdédy nemozno kalibradciu chdpat v strik-
tnom ponimani jej povodnej definicie, nakolko merand vlastnost sa nena-
chddza v Standardizovanej forme. Signdl namerany metddou je povazovany
iba za odhad skuto¢nej hodnoty [4].

Pri porovnévani vysledkov nameranych odliSnym spdsobom prichddza
do uvahy ich prepocet na jednotky urcenej metddy. Definovanie univerzal-
neho spdsobu vytvorenia prepocitavacieho vztahu je stdle predmetom dis-
kusii. Stucasné ndzory si formulované v navrhu normy ISO/FDIS 21187 [5]
(v systéme noriem IDF je to identicky ndvrh IDF 196), kde si sumarizované
urcité pravidld:

— vytvorenie prepoctu a jeho verifikdcia vratane vSetkych suvisiacich ¢in-
nosti, ako je napr. vzorkovanie, vykondvanie uré¢enej metddy, dokumen-
tdcia a zdznamy, sa riadi ustanoveniami platnymi pre akreditdciu skisob-
nych laboratdrii [6],

— rutinnd metdda je validovand vhodnym spdsobom, napriklad podla odpo-
rucani [7],

— prepocet je vytvoreny takym spdsobom, aby reprezentoval oblast jeho
budtceho pouzitia,

— spolahlivost prepoctu je trvale verifikovana.

Urcéena metoda

Na meranie mikrobiologickej kvality mlieka je ur¢end metdda (tento
pojem sa uprednostiiuje pred pojmom referencnd) popisand v Council De-
cision 91/180/EEC [2], alebo ISO 4833 [8], resp. IDF 100B [9]. Je podrobne
definovand, md nekomer¢ny charakter a je vykonatelnd v beZznych labora-
térnych podmienkach. Jej detekéna schopnost pokryva pomerne Siroké
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spektrum mikroorganizmov s dostato¢nou citlivostou. Hlavné nevyhody
tejto metddy mozno zhrnut nasledovne [3]:

— daju sa nou dokdzat iba tie mikroorganizmy, ktoré su schopné tvorit kolo-
nie za podmienok metddy (dostupnost Zivin a kyslika, vhodna teplota
a doba inkubdcie),

pocitatelné koldnie mozu pochddzat od jednotlivych buniek, ale aj bun-
kovych agregétov,

vysledky merania su dostupné za dlhy ¢as - 72 hodin,

vyzaduje laboratorny persondl s praktickymi skusenostami,
opakovatelnost a reprodukovatelnost je v porovnani s inymi rutinnymi
metddami horsSia.

Rutinné metody

Rutinné metddy su zaloZené na roznych principoch. V prvom rade sa roz-
nymi spésobmi modifikuje, zjednodusuje uréend metdda: v spdsobe ockova-
nia (mikroklucky), v priprave médii (Petrifilm) alebo v pocitani (automati-
zované pocitanie kolonif). Samozrejme existuju metddy tplne odli$né,
pri ktorych sa napriklad pocitaji roznym sposobom upravené mikroorganiz-
my (automatizovand fluorescencnd mikroskopia, priama epifluorescencna
technika na filtroch, prietokova cytometria), alebo sa meraji iné vlastnosti,
ktoré priamo suvisia s mikrobiologickou kvalitou (meranie vodivosti, zdkalu,
respirdcie, mnozstva metabolickych produktov, ATP, lipopolysacharidov).
Nemozno zabudnut ani na kedysi velmi rozsireny reduktdzovy test a nastu-
pujuce techniky PCR [3]. Takmer vSetky rutinné metddy su komeréného cha-
rakteru a teda nie su detailne popisané v systéme noriem. Existuju iba urci-
té vSeobecné ndavody ich posudenia a validacie [4, 7].

Vyvoj v prietokovej cytometrii

Prvé praktické skusenosti s pouZitim prietokovej cytometrie mozno dato-
vat od prvej polovice 30-tych rokov minulého storocia. V polovici 50-tych
rokov bol vyvinuty prietokovy cytometer, ktory meral zmeny elektrickej
vodivosti medzi bunkami a médiom, v ktorom sa nachddzali. Tento princip
sa vyuzival v mnohych mliecnych analyzdtoroch na pocitanie somatickych
buniek. Na zaciatku 70-tych rokov sa t¢innost merania zvySila pouzitim lase-
rového svetla na ilumindciu [10].
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Prienik prietokovej cytometrie do mikrobioldgie bol limitovany malymi
rozmermi mikroorganizmov a nizkou koncentrdciou ldtok - DNA alebo
RNA, ktoré by mohli byt detegovatelné. Az zlepSenie optickych technologii
a vyvoj v sposobe flourescencného farbenia - napr. zavedenim etidiumbro-
midu umoznilo koncom 70-tych rokov lepSie vyuzitie tejto techniky pri mera-
ni mikrobiologickej kvality. Predsa v§ak bolo potrebné prekonat nasledujiice
problémy:

1. Selektivne farbenie buniek. Pouzitie farbiv, ktoré sa Specificky viazu
na urcité zlozky buniek je komplikovanejSie, ako pri somatickych bun-
kach. Mikroorganizmy maju zlozitejSiu stavbu membrany a mnohé vyka-
zuju efektivne vyluCovanie prostrednictvom pumpy. NavySe Gram-nega-
tivne baktérie si menej permeabilné, ako Gram-pozitivne a preto je
potrebné ich vonkajSiu bunkovu stenu pred farbenim vhodne permeabili-
zovat. Pri beznom sposobe farbenia dochddza k oznaceniu vSetkych mik-
roorganizmov a navyse sa nerozliSujui zivé a mrtve bunky. Na zvySenie
selektivity mozno pouzit Specifické protilatky a farbivd vhodné na roz-
lienie viability.

2. Velkost a usporiadanie buniek pri merani. Meniaca sa velkost mikroor-
ganizmov a mnozstvo pritomnej DNA spolu s potrebou dosiahnut mono-
bunkovi vrstvu pri merani je problém pri potravinovych matriciach.
Z uvedeného dovodu mnohé prietokové cytometre, ktoré sa skuSali
na modelovych vzorkdch a dokonca aj na klinickom materidli, nebolo
mozné priamo pouZit pri analyze mlieka.

Napriek uspeSnosti mnohych modifikdcif, zatial sa nepodarilo vyvinut
metddu na principe prietokovej cytometrie, ktord by bola v absoliitnej zhode
s uréenou metddou, ¢o je vSak vzhladom na ich metodologicku odliSnost asi
nemozné [10].

Metéda BactoScan™ FC

BactoScan™ FC (BSC FC) je zariadenie od vyrobcu FOSS Electric
(Hillered, Dédnsko) ur¢ené na meranie mikrobiologickej kvality surového
mlieka metddou laserovej prietokovej cytometrie. Na trhu sa objavilo v dru-
hej polovici 90-tych rokov minulého storocia, ako typ nasledujici po mode-
lovom rade 8000 (BSC 8000), ktory bol zaloZeny na inom principe pocitania
buniek (priama mikroskopia na rotujicom disku).

BSC FC meria mikrobiologicku kvalitu primdrne v individudlnych bakte-
ridlnych bunkdch (IBC), pricom ide, ako pri vSetkych mikrobiologickych
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metddach, o odhad skuto¢nej hodnoty poctu mikroorganizmov. Kedze
metdda ma komercény charakter, nie su zndme vSetky podrobnosti postupu.
Predsa ho mozno zjednodusene popisat nasledovne [11]:

Vzorka surového mlieka (priblizne 4,5 ml) po dokladnom zamieSanf{ pre-
chddza pipetou do zariadenia cez 100um filter, ¢im sa dokonale homogeni-
zuje. Prvé podiely vzorky sa pouziji na preplachnutie systému. Cast vzorky
sa ddavkovacim zariadenim prenesie do inkubacnej jamky, kde sa zmieSa
s ¢cinidlom, pozostdvajucim z enzymu, tlmivého roztoku, farbiva (etidium-
bromid) a detergentu. Zmes sa inkubuje a 2-krdt homogenizuje - pri teplote
50 °C po dobu 8 mintit, ¢im sa eliminuje vplyv pritomnych somatickych bu-
niek, proteinov a tukov v mlieku. Po ukonceni inkubdcie sa Cast vzorky
nastrekne do meracej bunky - tu je undSand pomocou Specidlnej kvapaliny
(pozostavajucej z tlmivého roztoku a detergentu) konstantnou rychlostou,
pricom pritomné mikroorganizmy su usporiadané v monobunkovej vrstve.
Ked vzorka dosiahne meraci bod vo fluorescencnom detektore, laserové
svetlo oZiari zafarbené bunky, ktoré emituju svetelné impulzy, podla obsahu
DNA. Nastavenim diskriminac¢nej hladiny su z pocitania vylicené tie impul-
zy, ktoré su prili§ malé pre typické baktérie. Vysledky su prezentované ako
IBC.ul-l. Po kazdom meranf sa systém vycisti a vyprazdni, aby sa minimali-
zovala chyba z prenosu a upchdvanie. Celé meranie je automatizované, ria-
dené cez osobny pocitac a velmi rychle - trvd iba niekolko minut.

Meraci rozsah je od 5 IBC.ul'! do minimalne 20 000 IBC.ul-! [11], podla
SUHREN a WALTA [10] az do 70 000 IBC.ul-l. Chyba z prenosu je nizka,
vyrobca uddva menej ako 0,5 % [11], €o sa aj prakticky potvrdzuje dosaho-
vanim esSte nizSich hodnot [10, 12, 13]. Predsa vSak vzorky s velmi vysokym
poctom IBC mdzu vyznamnejSie ovplyvnit nasledujicu vzorku, resp. 30-tu
v poradi - ¢o je dané konstrukciou zariadenia (inkubac¢né jamky su zoradené
na obvode otdcacieho kruhu, v pocte 30 a mdzu sa takouto vzorkou konta-
minovat) [10].

Opakovatelnost a reprodukovatelnost merania zdvisi od meranych
poctov, pricom SUHREN a WALTE [14] v jednej z poslednych Studif, pri mera-
ni 10 vzoriek mlicka na 22 zariadeniach BSC FC v 19 laboratdriach, zistili
aktudlne hodnoty, ktoré su uvedené v tab. 1. Vo vSeobecnosti je opakova-
telnost a reprodukovatelnost merania na BSC FC ovela lepsia, ako pri urce-
nej metdde [8] (0,25 log KTJ.mlL, resp. 0,45 log KTJ.ml'!) a aj ako pri me-
rani na predchddzajicom modeli BSC 8000 - s vynimkou velmi nizkych
poctov - mensich alebo rovnych 20 IBC.ul-1.

Hoci je mlieko mikrobiologicky heterogénna matrica, je zaujimavé
poznat citlivost merania vybranych mikroorganizmov. SUHREN a WALTE [10]
v orienta¢nom pokuse kontaminovali mlieko s prirodzenym nizkym poctom
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Tag. 1. Opakovatelnost a reprodukovatelnost merania na BactoScan™ FC [14].
TaB. 1. Repeatability and reproducibility of measurements with BactoScan™ FC [14].

Meraci rozsah! Opakovatelnost? - r | Reprodukovatelnost3 - R
(log IBC.ul't) (log IBC.ul't) (log IBC.ul't)

1,6 0,126 0,186

2,0 0,086 0,126

2,4 0,066 0,115

IBC - individudlne bakteridlne bunky.
IBC - individual bacterial cells. 1 - measurement level, 2 - repeatability, 3 - reproducibility.

mikroorganizmov mastitidnymi patogénmi a to ndsledne merali na zariade-
niach BSC FC a BSC 8000. Dominantnd mikroflora spdsobila v urcitych
pripadoch odli$né vysledky.

Vplyv moznych interferujucich faktorov na meranie sa sledoval najmé
z pohladu pritomnych somatickych buniek [10, 15]. Farbivo - etidiumbromid,
ktoré sa pri tejto metdde pouziva, sa selektivne viaZze na nukleové kyseliny.
Ich priemerné mnozstvo v baktériach je asi tisicndsobne nizSie, ako v soma-
tickych bunkdch, preto aj podmienky merania su prispdsobené tejto skuto-
¢nosti. Napriek tomu, pri vzorkdch s velmi vysokym poctom somatickych
buniek (viac ako 1 000 000 ml-! resp. viac ako 2 000 000 ml-1) bolo meranie
negativne ovplyvnené - to znamena s rasticim poctom somatickych buniek
sa zvySoval aj pocet falosne meranych IBC.

Samozrejme, vzhladom na vlastnosti farbiva, je zaujimavd aj vizualizdcia
neviabilnych buniek, ktoré za podmienok urcenej metddy nie si meratelné -
napriklad po zdhreve na 80 °C s vydrZou niekolko minit. Potvrdilo sa, Ze pocty
IBC meranych pred zdhrevom a po zdhreve sa takmer nezmenili, o znamend
- touto rutinnou metddou sui meratelné aj neviabilné bunky. Logicky, ani krat-
kodobé predhriatie vzoriek na 40 °C nemalo na meranie vyrazny vplyv, takze
samotné vzorky nie je potrebné pred meranim zahrievat [10].

Prepocet vysledkov

Ak chceme ziskavat vysledky merania mikrobiologickej kvality v jednot-
kdch urfenej metddy - KTJ.mll, musime vytvorif prepocitavaci vztah.
Postup jeho vytvorenia a verifikdcie je rdmcovo dany ndavrhom normy
ISO/FDIS 21187 [5].

Prvy ddlezity krok v stratégii vytvorenia prepoctu je vytvorenie reprezen-
tativneho suboru vzoriek, s typickym zlozenim mlieka pre oblast platnosti
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vztahu. Mikrofléra mlieka, ale aj obsah potencidlne interferujucich faktorov
zavisi od mnozstva Cinitelov, napr. od povodu vzoriek (plemeno, lokalizdcia
stdda z pohladu sposobu ustajnenia a geografickej polohy, sezonnost, spdsob
vyzivy, dojivost), od spdsobu nardbania so vzorkami (denny alebo obdenny
zvoz mlieka, ru¢ny alebo automatizovany odber vzoriek, sposob konzervacie
vzoriek, teplota pri doprave vzoriek do laboratdria, ¢as vykonania skuSok
od odberu vzorky) a pod.

TAB. 2. Prepoditavacie vztahy na BactoScan™ FC - surové kravské mlicko
y = log KTJ.ml! [13, 17, 18].
TaB. 2. Regression for BactoScan™ FC - raw cow milk

y = log CFU.ml"! [13, 17, 18].

Projekt! x = log | Zariadenie? | n y=ax+b syx = log KTJ.ml!
Dansko IBC.ull | prototyp 273 | y = 1,06x + 2,25 0,23
BAfM 1998 IBC.ul-l | prototyp 910 | y = 1,05x + 2,42 0,23
Neuseeland 1998 | IBC.ul-! | neuvedené | 174 | y = 1,00x + 2,23 0,29
Francizsko 1998 | IBC.ml-! | neuvedené | 385 | y = 0,76x + 0,66 0,30
Belgicko 1999 IBC.ml-!| neuvedené | 508 | y = 0,84x + 0,09 0,29
BAfM 1999 IBC.ul-! | sériovy typ | 1089 | y = 0,92x + 2,77 0,30
Taliansko 2000 IBC.ml-!| neuvedené | 384 | y = 1,03x-0,98 0,38
Slovensko 2002 IBC.ul-! | sériovy typ | 827 | y = 0,94x + 2,82 0,26

IBC - individudlne bakteridlne bunky, n - pocet vzoriek, syx - smerodajnd odchylka regresie.
IBC - individual bacterial cells, n - number of samples, syx - standard deviation of the reg-
ression (syx = log CFU.ml1). 1 - project, 2 - equipment.

TaB. 3. Prepocitavacie vztahy na BactoScan™ FC - surové kravské, kozie a ovéie mlicko
y = log KTJ.ml! [17].
TaB. 3. Regression for BactoScan™ FC - raw cow, goat and sheep milk
y = log CFU.ml"! [17].

Mlieko! n y = ax+b syx = log KTJ.ml"!
kozie? 531 y = 0,804x + 0,234 0,38
kravské3 83 y = 0,805x + 0,323 0,28
ovéie4 535 y = 1,311x - 2,825 0,35
kravské 87 y = 0,772x + 0,347 0,32

n - pocet vzoriek, syx - smerodajnd odchylka regresie.

n - number of samples, syx - standard deviation of the regression (syx = log CFU.ml1).

1 - milk, 2 - goat, 3 - cow, 4 - sheep.
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Po vytvoreni reprezentativneho suboru vzoriek sa tento paralelne meria
najprv rutinnou metddou - na BSC a potom, ¢o moZno za najkratsi ¢as, urce-
nou metddou. Po prevedeni vysledkov do stupnice dekadickych logaritmov
sa ako nezdvisld premennd x pouziju vysledky z rutinnej metddy a ako zavis-
la premennd y vysledky z urenej metody [11]. Dovody na tento opacny
postup suvisia s oCakdvanym pomerne nizkym korelacnym koeficientom
umetdd, z ktorych kazdd je zaloZzend na inom principe, ¢o znamend, Ze
regresnd krivka vyznamne zdvisi od toho, ktory parameter bol zvoleny ako
zavisl4, resp. nezavisld premennd. Rovnako je tomu aj z praktickych dovodov,
pretoze vysledky urcenej metddy, s ktorymi sa dalej pracuje (zdvisla premen-
nd) su prepocitané z vysledkov rutinnej metddy - z nezévislej premennej [16].
Po vyznaceni dét na prislusné osi sa vizudlne hodnoti rozloZenie bodov.
Vo viacerych Studidch [10, 13, 15-18] bola prezentovana pribliZzne linedrna
zavislost medzi vysledkami z oboch metdd, v celom meracom rozsahu a preto
sa pri tejto metdde pouziva na prepocet jedna rovnica linedrnej regresie. Jej
priklady si uvedené v tab. 2 [13, 17, 18] pre surové kravské mlieko
a pre porovnanie v tab. 3 [17] aj pre surové ovCie a kozie mlieko. Tabulky
obsahuju informdcie aj o hodnotach smerodajnej odchylky regresie syx, ktora
pri nepriamych analytickych metddach podava spolahlivejsi obraz o presnos-
ti, ako samotny korelacny koeficient r [19]. Vyrobca zriadenia odporica ako
limitnd smerodajnu odchylku regresie syx = 0,35 log KTJ.ml-! [11].

Z tab. 1 a z tab. 2 mozno odvodit nasledovné zavery:

1. Prepocitavacie vztahy ziskané v réznych projektoch sa vzdjomne liSia
i pri tom istom druhu mlieka, i ked nie dramaticky, vzhladom na interval
spolahlivosti.

2. VACST rozdiel mozno pozorovat pri porovnani ovéieho a kravského mlie-
ka. Tu su rozdiely vyraznejSie najma v dolnom intervale merania, naopak
pri kozom a kravskom mlieku sa prepocty takmer podobaju [17]. Predsa
vSak vplyv zloZenia ov¢ieho a kozieho mlieka na spolahlivost merania
nie je tak detailne preskimany, ako pri mlieku kravskom.

Grafické zobrazenie vztahu medzi vysledkami z Bactoscan™ FC
a z urenej metddy [8], ktoré boli zistené na Slovensku v roku 2002 [18]
na surovom kravskom mlieku, je uvedené na obr. 1.

SUHREN a kol. [16] sa pomocou Statistickych metdd pokusali determino-
vat vplyv faktorov ovplyviujuicich prepocet. Hoci niektoré vplyvy bolo
mozné popisat, z pohladu trvalej verifikdcie vztahu sa ukédzalo velmi kompli-
kované vypocty aktualizovat.
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Obr. 1. Vztah medzi vysledkami z Bactoscan™ FC a uréenej metddy
- surové kravské mlieko, Slovensko 2002 [18].
n - pocet vzoriek, syx - smerodajnd odchylka regresie, r - korelacny koeficient.

Fig. 1. Relation between Bactoscan™ FC results and the standard method results
- raw cow milk, Slovakia 2002 [18].
y = the standard method (log CFU.ml!), n - number of samples, syx - standard deviation
of the regression (syx =0.26 log CFU.ml!), r - correlation coefficient.

Praktické dopady zavedenia metody BactoScan™ FC

Hoci metédda BSC FC nie je jedind dostupnd na meranie mikrobiologic-
kej kvality surového mlieka, je v Eurdpe najviac rozsirend v systéme labora-
torif, vykondvajuicich skusanie za icelom prepldcania. Praktické vyuzivanie
vysledkov merania na tychto zariadeniach pri posudzovani kvality suroviny
ma svoje Specifikd, ¢im sa charakteristiky metddy dostdvaji do iného uhlu
pohladu. Prepocet primdrnych vysledkov merania na jednotky urcenej meto-
dy je asi najdiskutabilnejsi prvok:

1. Firma FOSS Electric presadzuje cestu oficidlneho vyjadrovania vysledkov
priamo v IBC [11]. Hoci je to najspolahlivejsi sposob, z pohladu porov-
ndvania vysledkov je otdzny - uddvanie limitnych hodnot v IBC by zrejme
znevyhodnilo vSetky ostatné dostupné alternativne metddy.

2. Hoci krajiny maji v ndrodnej legislative, resp. v systéme noriem vo vseo-
becnosti popisany sposob vytvorenia prepoctu a jeho verifikacie [20, 21],
samotnd realizdcia poZiadaviek byva variabilnd. Suvisi to napriklad s tym,
ze v niektorych laboratdriach vyuzZivaju paralelne starSi typ zariadeni -
BSC 8000, na ktory je dostupny odliSny prepocitavaci vztah. V takejto
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situdcii FOSS Electric odporica jeden z alternativnych postupov [22],
pri ktorom su napriklad vysledky z BSC FC prepocitané, akoby boli
namerané na BSC 8000 a az potom na jednotky urcenej metddy.

3. To, ze prepocet vysledkov je determinovany podmienkami, pri ktorych
bol vytvoreny a na ktoré ma platit [5], moze byt z obchodného hladiska
problematické. Na laboratérium moéze byt napriklad vznesend poziadav-
ka skusat vzorky od prvovyrobcu, ktory sa nepodielal na vytvoreni ak-
tudlneho prepocitavacieho vztahu. Mikrobiologicka kvalita takychto vzo-
riek mdze byt odliSnd od nameranej, s moznym dopadom na predajnu
cenu. Aktualizdcia prepocitavacieho vztahu vyplyvajuica z procesu verifi-
kécie sa totiz vykondva vzdy s oneskorenim.

4. Pri porovndvani vysledkov vzoriek paralelne meranych uréenou metédou
a BSC FC musime brat do uvahy neistotu merania. Presnost BSC FC,
vyjadrend podla [19] ako *1,96syx, mOZe mat teoreticky hodnotu az
+0,69 log KTJ.ml-1, ak pripustame maximalnu smerodajnd odchylku reg-
resie syx = 0,35 log KTJ.ml! [11]. To na drovni 100 000 KTJ.ml!
znamend rozpatie vysledkov od 20 000 KTJ.ml-! do 490 000 KTJ.ml-1.
Hoci vo vicsine pripadov je hodnota syx nizsia (pozri tab. 2), aj tak sa in-
terval zuzuje iba nepatrne, napr. v pripade belgickej Stidie je to od
27 000 KTJ.ml! do 366 000 KTJ.ml-! [13]. KedZe tdto urovenl merania
predstavuje prave limit Standardnosti surového kravského mlieka, mdze
byt akceptovatelnost vysledkov metddy BSC FC, hoci nameranych
spolahlivym spOosobom, na prvy pohlad problematickd. Treba si vSak
uvedomit, Ze limity v legislative su definované ako geometricky priemer
viacerych individudlnych vysledkov a je tomu aj preto, aby sa eliminovala
prirodzend neistota merania mikrobiologickej kvality. Ak sa vysledky
z oboch metdd odliSuju viac, s 95% pravdepodobnostou to znamena, ze
prepocet nie je spolahlivy alebo, Ze sa tyka mlieka s netypickym zloZenim.
Hoci posledne menovany pripad nie je beZny, moOZe nastat. Be-
ruc do vvahy zoznam cinitelov, ktoré determinuju prepocitavaci vztah,
moZu sa vyskytovat vzorky, ktoré maju napriklad vy$si podiel mftvych
mikroorganizmov, pripadne vysoky pocet somatickych buniek. Alebo sa
v mlieku m6zu nachddzat latky nebiologického charakteru a su napriek
tomu zariadenim merané ako mikroorganizmy - v takychto situdciach
modzu byt rozdiely medzi ur¢enou metddou a metddou BSC FC ojedine-
le eSte vacsie.

Okrem vysSie diskutovanych otdzok, md meranie mikrobiologickej kvali-
ty metddou laserovej prietokovej cytometrie aj svoje nesporné vyhody:

1. Pri porovnani vysledkov na dvoch zariadeniach, pri pouZzivani toho istého
prepocitavacieho vztahu sa skutocne dosahuju zhodnejsie vysledky, ako
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pri merani tej istej vzorky v dvoch laboratdriach uréenou metddou.
Potvrdzuju sa tak lepSie parametre reprodukovatelnosti metddy.

2. Dostupnost viacerych ndstrojov na kontrolu spolahlivosti merania, je
dalSou prednostou tejto rutinnej metddy (celoeurépske medzilaborator-
ne porovnania, kontrolné vzorky, pilotné vzorky a pod.).

3. Najvicsia praktickd vyhoda je rychlost ziskania vysledku do niekolkych
minut. Kombindcia rychlosti informdcie spolu so systémom, Ze nie indivi-
dudlne vysledky, ale ich geometricky priemer je limitny, umoziiuje prvo-
vyrobcom okamzite vykondvat ndpravné opatrenia, zvacSa bez rizika
okamzitého pozastavenia dodavky mlieka spracovatelovi.

Zaver

Metéda BSC FC predstavuje priklad uspesnosti presadenia laserovej
prietokovej cytometrie v potravindrskej mikrobiologii.

Okrem BSC FC, je komer¢ne dostupné aj podobné zariadenie Bacto-
Count IBC, vyrobcu Bentley Instruments (Chaska, Minnesota, USA), ktoré
sa v§ak v Eurdpe zatial pouziva v menSom rozsahu. Pri merani na tomto zari-
adeni je napriklad mozné predpovedat dominantni mikrofléru skusaného
mlieka podla ziskaného rozlozenia impulzov [23].

Hoci je metdda laserovej prietokovej cytometrie prakticky dostupna
uz niekolko rokov, stdle je aj v centre vedeckého zaujmu. Predmetom sku-
mania je posudenie vplyvov zloZenia mlieka na prepocet vysledkov, charak-
teristiky reprodukovatelnosti metddy a zdokonalovanie ndstrojov vnutrola-
boratdrnej kontroly spolahlivosti merania.

Metdda je urcena vSeobecne pre surové mlieko, najviac sa vSak pouziva
pri merani kvality kravského mlieka, menej pri mlieku ov€om a kozom. Tie
sa od kravského mlieka vyzname odliSuju, nielen zastipenim typickej
mikrofldry, ale aj poctom somatickych buniek a chemickym zloZenim.
Rastiica atraktivnost mlie¢nych vyrobkov z nich potvrdzuje vyznam skima-
nia vhodnosti vyuZivania laserovej prietokovej cytometrie aj v tejto oblasti.
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Laser flow cytometry prospects in the determination
of the microbiological quality of raw milk

TOMASKA, M.: Bull. potrav. Vysk., 42, 2003, p. 53-65.

SUMMARY. Laser flow cytometry is utilized as a routine method for the determination of the
microbiological quality of raw milk. The principle of the method is that bacterial cells are
selectively stained with a dye, they are set to monocell line in a detector where laser excites
them and emitted impulses are counted. In comparison to the standard plate method, results
from laser flow cytometry are obtained more quickly, with a better precision. To transform
the method results from IBC (individual bacterial cells) into the scale of the standard method
- CFU (colony forming units), the conversion relationship needs to be established. It must be
representative for an area of its future application and it must be verified regularly. However,
as laser flow cytometry is based on the different principle as the standard method, the deter-
mined microbiological quality may be different. When the conversion relationship is
expressed by linear regression, the confidence interval depends mainly on the standard devi-
ation of the regression (syx).

KEYWORDS: laser flow cytometry; microbiological quality; raw milk
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