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Perspektívy merania mikrobiologickej kvality surového mlieka
laserovou prietokovou cytometriou

MARTIN TOMÁŠKA

SÚHRN. Laserová prietoková cytometria sa využíva na meranie mikrobiologickej kvality
surového mlieka ako rutinná metóda. Jej princípom je selektívne zafarbenie mikroorga−
nizmov a následné poèítanie impulzov, ktoré vzniknú po ožiarení buniek, usporiadaných
v monobunkovej línii v detektore, laserovým svetlom. V porovaní s urèenou platòovou
metódou má laserová prietoková cytometria viaceré výhody, akými sú rýchlos� a lepšia
zhodnos� merania. Na to, aby výsledky namerané touto metódou primárne v IBC (indivi−
duálne bakteriálne bunky) mohli by� vyjadrené v jednotkách urèenej metódy − KTJ (jed−
notky tvoriace kolónie), je potrebné vytvori� prepoèítavací vz�ah. Ten musí reprezentova�
oblas�, pre ktorú sa bude používa� a je potrebné ho neustále verifikova�. Predsa však,
keïže je princíp merania laserovou prietokovou cytometriou odlišný ako pri urèenej
metóde, vyjadrená mikrobiologická kvalita sa môže odlišova�. Pokia¾ je prepoèítavací
vz�ah vyjadrený lineárnou regresiou, interval spo¾ahlivosti merania závisí predovšetkým
od smerodajnej odchýlky regresie (sy,x).

K¾úèové slová: laserová prietoková cytometria; mikrobiologická kvalita; surové mlieko

Systém kontroly kvality surového mlieka je celosvetovo dobre prepraco−
vaný, èo sa týka legislatívy, inštitúcií, systému, vzorkovania, metód a vyu−
žívania výsledkov. Tie slúžia na posúdenie zdravotnej bezchybnosti surového
mlieka a ovplyvòujú jeho nákupnú cenu. Mikrobiologická kvalita je jednou
z hlavných vlastností mlieka, ktorá sa pravidelne preveruje. Pod¾a príslušnej
európskej legislatívy (smernica CD 92/46 [1]) limitná hodnota celkového
poètu mikroorganizmov stanoveného kultivaènou metódou pri 30 °C [2], je
100 000 KTJ.ml−1, prièom sa jedná o geometrický priemer z 2 mesiacov
pri skú šaní aspoò 2 vzoriek za mesiac. V praxi to znamená, že pokia¾ mlieko
v danom období presahuje tento limit, nesmie sa ïalej použi� na humánnu
výživu až do doby vykonania úèinných nápravných opatrení.
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Interpretácia výsledkov merania mikrobiologickej  kvality

Výsledky nešpecifických mikrobiologických metód, ako je napríklad
meranie mikrobiologickej kvality, je komplikované interpretova�. Pod¾a zvo−
leného spôsobu skúšania sa také parametre, ako napr. zastúpenie jednotli−
vých druhov, biologická aktivita, výskyt zhlukov buniek, subletálne poškode−
nia redukujú do odhadu jedného parametra, napr. schopnosti vytvára� koló−
nie za podmienok vykonania metódy. Z tohto je zrejmé, že bez oh¾adu
na zvolenú metódu, žiaden výsledok nereprezentuje celkový absolútny obraz
o mikrobiologickej kvalite. Výsledky sa preto musia interpretova� zásadne
za podmienok príslušnej metódy, ktorá sa musí dodržiava� [3].

Pre mnohé mikrobiologické metódy nemožno kalibráciu chápa� v strik −
tnom ponímaní jej pôvodnej definície, nako¾ko meraná vlastnos� sa nena−
chádza v štandardizovanej forme. Signál nameraný metódou je považovaný
iba za odhad skutoènej hodnoty [4].

Pri porovnávaní výsledkov nameraných odlišným spôsobom prichádza
do úvahy ich prepoèet na jednotky urèenej metódy. Definovanie univerzál−
neho spôsobu vytvorenia prepoèítavacieho vz�ahu je stále predmetom dis−
kusií. Súèasné názory sú formulované v návrhu normy ISO/FDIS 21187 [5]
(v systéme noriem IDF je to identický návrh IDF 196), kde sú sumarizované
urèité pravidlá:
– vytvorenie prepoètu a jeho verifikácia vrátane všetkých súvisiacich èin−

ností, ako je napr. vzorkovanie, vykonávanie urèenej metódy, dokumen−
tácia a záznamy, sa riadi ustanoveniami platnými pre akreditáciu skúšob−
ných laboratórií [6],

– rutinná metóda je validovaná vhodným spôsobom, napríklad pod¾a odpo−
rúèaní [7],

– prepoèet je vytvorený takým spôsobom, aby reprezentoval oblas� jeho
budúceho použitia,

– spo¾ahlivos� prepoètu je trvale verifikovaná.

Urèená metóda

Na meranie mikrobiologickej kvality mlieka je urèená metóda (ten to
pojem sa uprednostòuje pred pojmom referenèná) popísaná v Council De −
cision 91/180/EEC [2], alebo ISO 4833 [8], resp. IDF 100B [9]. Je podrobne
definovaná, má nekomerèný charakter a je vykonate¾ná v bežných labora−
tórnych podmienkach. Jej detekèná schopnos� pokrýva pomerne široké
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spektrum mikroorganizmov s dostatoènou citlivos�ou. Hlavné nevýhody
tejto metódy možno zhrnú� nasledovne [3]:
– dajú sa òou dokáza� iba tie mikroorganizmy, ktoré sú schopné tvori� koló−

nie za podmienok metódy (dostupnos� živín a kyslíka, vhodná teplota
a doba inkubácie),

– poèítate¾né kolónie môžu pochádza� od jednotlivých buniek, ale aj bun−
kových agregátov,

– výsledky merania sú dostupné za dlhý èas − 72 hodín,
– vyžaduje laboratórny personál s praktickými skúsenos�ami,
– opakovate¾nos� a reprodukovate¾nos� je v porovnaní s inými rutinnými

metódami horšia.

Rutinné metódy

Rutinné metódy sú založené na rôznych princípoch. V prvom rade sa rôz−
nymi spôsobmi modifikuje, zjednodušuje urèená metóda: v spôsobe oèkova−
nia (mikrok¾uèky), v príprave médií (Petrifilm) alebo v poèítaní (automati−
zované poèítanie kolónií). Samozrejme existujú metódy úplne odlišné,
pri ktorých sa napríklad poèítajú rôznym spôsobom upravené mikroorganiz−
my (automatizovaná fluorescenèná mikroskopia, priama epifluorescenèná
technika na filtroch, prietoková cytometria), alebo sa merajú iné vlastnosti,
ktoré priamo súvisia s mikrobiologickou kvalitou (meranie vodivosti, zákalu,
respirácie, množstva metabolických produktov, ATP, lipopolysacharidov).
Nemožno zabudnú� ani na kedysi ve¾mi rozšírený reduktázový test a nastu−
pujúce techniky PCR [3]. Takmer všetky rutinné metódy sú komerèného cha−
rakteru a teda nie sú detailne popísané v systéme noriem. Existujú iba urèi−
té všeobecné návody ich posúdenia a validácie [4, 7].

Vývoj  v  prietokovej  cytometri i

Prvé praktické skúsenosti s použitím prietokovej cytometrie možno dato−
va� od prvej polovice 30−tych rokov minulého storoèia. V polovici 50−tych
rokov bol vyvinutý prietokový cytometer, ktorý meral zmeny elektrickej
vodivosti medzi bunkami a médiom, v ktorom sa nachádzali. Tento princíp
sa využíval v mnohých mlieènych analyzátoroch na poèítanie somatických
buniek. Na zaèiatku 70−tych rokov sa úèinnos� merania zvýšila použitím lase−
rového svetla na ilumináciu [10].
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Prienik prietokovej cytometrie do mikrobiológie bol limitovaný malými
rozmermi mikroorganizmov a nízkou koncentráciou látok − DNA alebo
RNA, ktoré by mohli by� detegovate¾né. Až zlepšenie optických technológií
a vývoj v spôsobe flourescenèného farbenia − napr. zavedením etídiumbro−
midu umožnilo koncom 70−tych rokov lepšie využitie tejto techniky pri mera−
ní mikrobiologickej kvality. Predsa však bolo potrebné prekona� nasledujúce
problémy:
1. Selektívne farbenie buniek. Použitie farbív, ktoré sa špecificky viažu

na urèité zložky buniek je komplikovanejšie, ako pri somatických bun−
kách. Mikroorganizmy majú zložitejšiu stavbu membrány a mnohé vyka−
zujú efektívne vyluèovanie prostredníctvom pumpy. Navyše Gram−nega−
tívne baktérie sú menej permeabilné, ako Gram−pozitívne a preto je
potrebné ich vonkajšiu bunkovú stenu pred farbením vhodne permeabili−
zova�. Pri bežnom spôsobe farbenia dochádza k oznaèeniu všetkých mik−
roorganizmov a navyše sa nerozlišujú živé a màtve bunky. Na zvýšenie
selektivity možno použi� špecifické protilátky a farbivá vhodné na roz−
líšenie viability.

2. Ve¾kos� a usporiadanie buniek pri meraní. Meniaca sa ve¾kos� mikroor−
ganizmov a množstvo prítomnej DNA spolu s potrebou dosiahnu� mono−
bunkovú vrstvu pri meraní je problém pri potravinových matriciach.
Z uvedeného dôvodu mnohé prietokové cytometre, ktoré sa skúšali
na modelových vzorkách a dokonca aj na klinickom materiáli, nebolo
možné priamo použi� pri analýze mlieka.

Napriek úspešnosti mnohých modifikácií, zatia¾ sa nepodarilo vyvinú�
metódu na princípe prietokovej cytometrie, ktorá by bola v absolútnej zhode
s urèenou metódou, èo je však vzh¾adom na ich metodologickú odlišnos� asi
nemožné [10].

Metóda BactoScanTM FC

BactoScanTM FC (BSC FC) je zariadenie od výrobcu FOSS Electric
(Hillerød, Dánsko) urèené na meranie mikrobiologickej kvality surového
mlieka metódou laserovej prietokovej cytometrie. Na trhu sa objavilo v dru−
hej polovici 90−tych rokov minulého storoèia, ako typ nasledujúci po mode−
lovom rade 8000 (BSC 8000), ktorý bol založený na inom princípe poèítania
buniek (priama mikroskopia na rotujúcom disku).

BSC FC meria mikrobiologickú kvalitu primárne v individuálnych bakte−
riálnych bunkách (IBC), prièom ide, ako pri všetkých mikrobiologických
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metódach, o odhad skutoènej hodnoty poètu mikroorganizmov. Keïže
metóda má komerèný charakter, nie sú známe všetky podrobnosti postupu.
Predsa ho možno zjednodušene popísa� nasledovne [11]:

Vzorka surového mlieka (približne 4,5 ml) po dôkladnom zamiešaní pre−
chádza pipetou do zariadenia cez 100μm filter, èím sa dokonale homogeni−
zuje. Prvé podiely vzorky sa použijú na prepláchnutie systému. Èas� vzorky
sa dávkovacím zariadením prenesie do inkubaènej jamky, kde sa zmieša
s èinidlom, pozostávajúcim z enzýmu, tlmivého roztoku, farbiva (etídium −
bromid) a detergentu. Zmes sa inkubuje a 2−krát homogenizuje − pri teplote
50 °C po dobu 8 minút, èím sa eliminuje vplyv prítomných somatických bu −
niek, proteínov a tukov v mlieku. Po ukonèení inkubácie sa èas� vzorky
nastrekne do meracej bunky − tu je unášaná pomocou špeciálnej kvapaliny
(pozostávajúcej z tlmivého roztoku a detergentu) konštantnou rýchlos�ou,
prièom prítomné mikroorganizmy sú usporiadané v monobunkovej vrstve.
Keï vzorka dosiahne merací bod vo fluorescenènom detektore, laserové
svetlo ožiari zafarbené bunky, ktoré emitujú svetelné impulzy, pod¾a obsahu
DNA. Nastavením diskriminaènej hladiny sú z poèítania vylúèené tie impul−
zy, ktoré sú príliš malé pre typické baktérie. Výsledky sú prezentované ako
IBC.μl−1. Po každom meraní sa systém vyèistí a vyprázdni, aby sa minimali−
zovala chyba z prenosu a upchávanie. Celé meranie je automatizované, ria−
dené cez osobný poèítaè a ve¾mi rýchle − trvá iba nieko¾ko minút.

Merací rozsah je od 5 IBC.μl−1 do minimálne 20 000 IBC.μl−1 [11], pod¾a
SUHREN a WALTA [10] až do 70 000 IBC.μl−1. Chyba z prenosu je nízka,
výrobca udáva menej ako 0,5 % [11], èo sa aj prakticky potvrdzuje dosaho−
vaním ešte nižších hodnôt [10, 12, 13]. Predsa však vzorky s ve¾mi vysokým
poètom IBC môžu významnejšie ovplyvni� nasledujúcu vzorku, resp. 30−tu
v poradí − èo je dané konštrukciou zariadenia (inkubaèné jamky sú zoradené
na obvode otáèacieho kruhu, v poète 30 a môžu sa takouto vzorkou konta−
minova�) [10].

Opakovate¾nos� a reprodukovate¾nos� merania závisí od meraných
poètov, prièom SUHREN a WALTE [14] v jednej z posledných štúdií, pri mera−
ní 10 vzoriek mlieka na 22 zariadeniach BSC FC v 19 laboratóriach, zistili
ak tuálne hodnoty, ktoré sú uvedené v tab. 1. Vo všeobecnosti je opakova−
te¾nos� a reprodukovate¾nos� merania na BSC FC ove¾a lepšia, ako pri urèe−
nej me tóde [8] (0,25 log KTJ.ml−1, resp. 0,45 log KTJ.ml−1) a aj ako pri me −
raní na predchádzajúcom modeli BSC 8000 − s výnimkou ve¾mi nízkych
poètov − menších alebo rovných 20 IBC.μl−1.

Hoci je mlieko mikrobiologicky heterogénna matrica, je zaujímavé
pozna� citlivos� merania vybraných mikroorganizmov. SUHREN a WALTE [10]
v orientaènom pokuse kontaminovali mlieko s prirodzeným nízkym poètom
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mikroorganizmov mastitídnymi patogénmi a to následne merali na zariade−
niach BSC FC a BSC 8000. Dominantná mikroflóra spôsobila v urèitých
prípadoch odlišné výsledky.

Vplyv možných interferujúcich faktorov na meranie sa sledoval najmä
z poh¾adu prítomných somatických buniek [10, 15]. Farbivo − etídiumbromid,
ktoré sa pri tejto metóde používa, sa selektívne viaže na nukleové kyseliny.
Ich priemerné množstvo v baktériach je asi tisícnásobne nižšie, ako v soma−
tických bunkách, preto aj podmienky merania sú prispôsobené tejto skuto−
ènosti. Napriek tomu, pri vzorkách s ve¾mi vysokým poètom somatických
buniek (viac ako 1 000 000 ml−1 resp. viac ako 2 000 000 ml−1) bolo meranie
negatívne ovplyvnené − to znamená s rastúcim poètom somatických buniek
sa zvyšoval aj poèet falošne meraných IBC.

Samozrejme, vzh¾adom na vlastnosti farbiva, je zaujímavá aj vizualizácia
neviabilných buniek, ktoré za podmienok urèenej metódy nie sú merate¾né −
napríklad po záhreve na 80 °C s výdržou nieko¾ko minút. Potvrdilo sa, že poèty
IBC meraných pred záhrevom a po záhreve sa takmer nezmenili, èo znamená
− touto rutinnou metódou sú merate¾né aj neviabilné bunky. Logicky, ani krát−
kodobé predhriatie vzoriek na 40 °C nemalo na meranie výrazný vplyv, takže
samotné vzorky nie je potrebné pred meraním zahrieva� [10].

Prepoèet  výsledkov

Ak chceme získava� výsledky merania mikrobiologickej kvality v jednot−
kách urèenej metódy − KTJ.ml−1, musíme vytvori� prepoèítavací vz�ah.
Postup jeho vytvorenia a verifikácie je rámcovo daný návrhom normy
ISO/FDIS 21187 [5].

Prvý dôležitý krok v stratégii vytvorenia prepoètu je vytvorenie reprezen−
tatívneho súboru vzoriek, s typickým zložením mlieka pre oblas� platnosti
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TAB. 1. Opakovate¾nos� a reprodukovate¾nos� merania na BactoScanTM FC [14].
TAB. 1. Repeatability and reproducibility of measurements with BactoScanTM FC [14].

IBC − individuálne bakteriálne bunky.
IBC − individual bacterial cells. 1 − measurement level, 2 − repeatability, 3 − reproducibility.

Merací rozsah1

(log IBC.μl−1)
Opakovate¾nos�2 − r

(log IBC.μl−1)
Reprodukovate¾nos�3 − R

(log IBC.μl−1)

1,6 0,126 0,186

2,0 0,086 0,126

2,4 0,066 0,115



vz�ahu. Mikroflóra mlieka, ale aj obsah potenciálne interferujúcich faktorov
závisí od množstva èinite¾ov, napr. od pôvodu vzoriek (plemeno, lokalizácia
stáda z poh¾adu spôsobu ustajnenia a geografickej polohy, sezónnos�, spôsob
výživy, dojivos�), od spôsobu narábania so vzorkami (denný alebo obdenný
zvoz mlieka, ruèný alebo automatizovaný odber vzoriek, spôsob konzervácie
vzoriek, teplota pri doprave vzoriek do laboratória, èas vykonania skúšok
od odberu vzorky) a pod.
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TAB. 2. Prepoèítavacie vz�ahy na BactoScanTM FC − surové kravské mlieko 
y = log KTJ.ml−1 [13, 17, 18].

TAB. 2. Regression for BactoScanTM FC − raw cow milk 
y = log CFU.ml−1 [13, 17, 18].

IBC − individuálne bakteriálne bunky, n − poèet vzoriek, sy,x − smerodajná odchýlka regresie.
IBC − individual bacterial cells, n − number of samples, sy,x − standard deviation of the reg −
ression (sy,x = log CFU.ml−1). 1 − project, 2 − equipment.

Projekt1 x = log Zariadenie2 n y = ax + b sy,x = log KTJ.ml−1

Dánsko IBC.μl−1 prototyp 273 y = 1,06x + 2,25 0,23

BAfM 1998 IBC.μl−1 prototyp 910 y = 1,05x + 2,42 0,23

Neuseeland 1998 IBC.μl−1 neuvedené 174 y = 1,00x + 2,23 0,29

Francúzsko 1998 IBC.ml−1 neuvedené 385 y = 0,76x + 0,66 0,30

Belgicko 1999 IBC.ml−1 neuvedené 508 y = 0,84x + 0,09 0,29

BAfM 1999 IBC.μl−1 sériový typ 1089 y = 0,92x + 2,77 0,30

Taliansko 2000 IBC.ml−1 neuvedené 384 y = 1,03x – 0,98 0,38

Slovensko 2002 IBC.μl−1 sériový typ 827 y = 0,94x + 2,82 0,26

TAB. 3. Prepoèítavacie vz�ahy na BactoScanTM FC − surové kravské, kozie a ovèie mlieko 
y = log KTJ.ml−1 [17].

TAB. 3. Regression for BactoScanTM FC − raw cow, goat and sheep milk 
y = log CFU.ml−1 [17].

n − poèet vzoriek, sy,x − smerodajná odchýlka regresie.
n − number of samples, sy,x − standard deviation of the regression (sy,x = log CFU.ml−1).
1 − milk, 2 − goat, 3 − cow, 4 − sheep.

Mlieko1 n y = ax+b sy,x = log KTJ.ml−1

kozie2 531 y = 0,804x + 0,234 0,38

kravské3 83 y = 0,805x + 0,323 0,28

ovèie4 535 y = 1,311x – 2,825 0,35

kravské 87 y = 0,772x + 0,347 0,32



Po vytvorení reprezentatívneho súboru vzoriek sa tento paralelne meria
najprv rutinnou metódou − na BSC a potom, èo možno za najkratší èas, urèe−
nou metódou. Po prevedení výsledkov do stupnice dekadických logaritmov
sa ako nezávislá premenná x použijú výsledky z rutinnej metódy a ako závis−
lá premenná y výsledky z urèenej metódy [11]. Dôvody na tento opaèný
postup súvisia s oèakávaným pomerne nízkym korelaèným koeficientom
u metód, z ktorých každá je založená na inom princípe, èo znamená, že
regresná krivka významne závisí od toho, ktorý parameter bol zvolený ako
závislá, resp. nezávislá premenná. Rovnako je tomu aj z praktických dôvodov,
pretože výsledky urèenej metódy, s ktorými sa ïalej pracuje (závislá premen−
ná) sú prepoèítané z výsledkov rutinnej metódy − z nezávislej premennej [16].
Po vyznaèení dát na príslušné osi sa vizuálne hodnotí rozloženie bodov.
Vo viacerých štúdiách [10, 13, 15−18] bola prezentovaná približne lineárna
závislos� medzi výsledkami z oboch metód, v celom meracom rozsahu a preto
sa pri tejto metóde používa na prepoèet jedna rovnica lineárnej regresie. Jej
príklady sú uvedené v tab. 2 [13, 17, 18] pre surové kravské mlieko
a pre porovnanie v tab. 3 [17] aj pre surové ovèie a kozie mlieko. Tabu¾ky
obsahujú informácie aj o hodnotách smerodajnej odchýlky regresie sy,x, ktorá
pri nepriamych analytických metódach podáva spo¾ahlivejší obraz o presnos−
ti, ako samotný korelaèný koeficient r [19]. Výrobca zriadenia odporúèa ako
limitnú smerodajnú odchýlku regresie sy,x = 0,35 log KTJ.ml−1 [11].

Z tab. 1 a z tab. 2 možno odvodi� následovné závery: 
1. Prepoèítavacie vz�ahy získané v rôznych projektoch sa vzájomne líšia

i pri tom istom druhu mlieka, i keï nie dramaticky, vzh¾adom na interval
spo¾ahlivosti.

2. Väèší rozdiel možno pozorova� pri porovnaní ovèieho a kravského mlie−
ka. Tu sú rozdiely výraznejšie najmä v dolnom intervale merania, naopak
pri kozom a kravskom mlieku sa prepoèty takmer podobajú [17]. Predsa
však vplyv zloženia ovèieho a kozieho mlieka na spo¾ahlivos� merania
nie je tak detailne preskúmaný, ako pri mlieku kravskom.

Grafické zobrazenie vz�ahu medzi výsledkami z BactoscanTM FC
a z urèenej metódy [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 štatistických metód pokúšali determino−
va� vplyv faktorov ovplyvòujúcich prepoèet. Hoci niektoré vplyvy bolo
možné popísa�, z poh¾adu trvalej verifikácie vz�ahu sa ukázalo ve¾mi kompli−
kované výpoèty aktualizova�.
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Praktické dopady zavedenia metódy BactoScanTM FC

Hoci metóda BSC FC nie je jediná dostupná na meranie mikrobiologic−
kej kvality surového mlieka, je v Európe najviac rozšírená v systéme labora−
tórií, vykonávajúcich skúšanie za úèelom preplácania. Praktické využívanie
výsledkov merania na týchto zariadeniach pri posudzovaní kvality suroviny
má svoje špecifiká, èím sa charakteristiky metódy dostávajú do iného uhlu
poh¾adu. Prepoèet primárnych výsledkov merania na jednotky urèenej metó−
dy je asi najdiskutabilnejší prvok:
1. Firma FOSS Electric presadzuje cestu oficiálneho vyjadrovania výsledkov

priamo v IBC [11]. Hoci je to najspo¾ahlivejší spôsob, z poh¾adu porov−
návania výsledkov je otázny − udávanie limitných hodnôt v IBC by zrejme
znevýhodnilo všetky ostatné dostupné alternatívne metódy.

2. Hoci krajiny majú v národnej legislatíve, resp. v systéme noriem vo všeo−
becnosti popísaný spôsob vytvorenia prepoètu a jeho verifikácie [20, 21],
samotná realizácia požiadaviek býva variabilná. Súvisí to napríklad s tým,
že v niektorých laboratóriach využívajú paralelne starší typ zariadení −
BSC 8000, na ktorý je dostupný odlišný prepoèítavací vz�ah. V takejto
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Obr. 1. Vz�ah medzi výsledkami z BactoscanTM FC a urèenej metódy 
− surové kravské mlieko, Slovensko 2002 [18].

n − poèet vzoriek, sy,x − smerodajná odchýlka regresie, r − korelaèný koeficient.

Fig. 1. Relation between BactoscanTM FC results and the standard method results 
− raw cow milk, Slovakia 2002 [18].

y = the standard method (log CFU.ml−1), n − number of samples, sy,x − standard deviation
of the regression (sy,x =0.26 log CFU.ml−1), r − correlation coefficient.



situácii FOSS Electric odporúèa jeden z alternatívnych postupov [22],
pri ktorom sú napríklad výsledky z BSC FC prepoèítané, akoby boli
namerané na BSC 8000 a až potom na jednotky urèenej metódy.

3. To, že prepoèet výsledkov je determinovaný podmienkami, pri ktorých
bol vytvorený a na ktoré má plati� [5], môže by� z obchodného h¾adiska
problematické. Na laboratórium môže by� napríklad vznesená požiadav−
ka skúša� vzorky od prvovýrobcu, ktorý sa nepodie¾al na vytvorení ak −
tuálneho prepoèítavacieho vz�ahu. Mikrobiologická kvalita takýchto vzo−
riek môže by� odlišná od nameranej, s možným dopadom na predajnú
cenu. Aktualizácia prepoèítavacieho vz�ahu vyplývajúca z procesu verifi−
kácie sa totiž vykonáva vždy s oneskorením.

4. Pri porovnávaní výsledkov vzoriek paralelne meraných urèenou metódou
a BSC FC musíme bra� do úvahy neistotu merania. Presnos� BSC FC,
vyjadrená pod¾a [19] ako ±1,96sy,x, môže ma� teoreticky hodnotu až
±0,69 log KTJ.ml−1, ak pripúš�ame maximálnu smerodajnú odchýlku reg −
resie sy,x = 0,35 log KTJ.ml−1 [11]. To na úrovni 100 000 KTJ.ml−1

znamená  rozpätie výsledkov od 20 000 KTJ.ml−1 do 490 000 KTJ.ml−1.
Hoci vo väèšine prípadov je hodnota sy,x nižšia (pozri tab. 2), aj tak sa in −
ter val zužuje iba nepatrne, napr. v prípade belgickej štúdie je to od
27 000 KTJ.ml−1 do 366 000 KTJ.ml−1 [13]. Keïže táto úroveò merania
predstavuje práve limit štandardnosti surového kravského mlieka, môže
by� akceptovate¾nos� výsledkov metódy BSC FC, hoci nameraných
 spo¾ahlivým spôsobom, na prvý poh¾ad problematická. Treba si však
 uvedomi�, že limity v legislatíve sú definované ako geometrický prie mer
viacerých individuálnych výsledkov a je tomu aj preto, aby sa eliminovala
prirodzená neistota merania mikrobiologickej kvality. Ak sa výsledky
z oboch metód odlišujú viac, s 95% pravdepodobnos�ou to znamená, že
prepoèet nie je spo¾ahlivý alebo, že sa týka mlieka s netypickým zložením.
Hoci posledne menovaný prípad nie je bežný, môže nasta�. Be −
rúc do úvahy zoznam èinite¾ov, ktoré determinujú prepoèítavací vz�ah,
môžu sa vyskytova� vzorky, ktoré majú napríklad vyšší podiel màtvych
mikroorganizmov, prípadne vysoký poèet somatických buniek. Alebo sa
v mlieku môžu nachádza� látky nebiologického charakteru a sú napriek
tomu zariadením merané ako mikroorganizmy − v takýchto situáciach
môžu by� rozdiely medzi urèenou metódou a metódou BSC FC ojedine−
le ešte  väèšie.

Okrem vyššie diskutovaných otázok, má meranie mikrobiologickej kvali−
ty metódou laserovej prietokovej cytometrie aj svoje nesporné výhody:
1. Pri porovnaní výsledkov na dvoch zariadeniach, pri používaní toho istého

prepoèítavacieho vz�ahu sa skutoène dosahujú zhodnejšie výsledky, ako
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pri meraní tej istej vzorky v dvoch laboratóriach urèenou metódou.
Potvrdzujú sa tak lepšie parametre reprodukovate¾nosti metódy.

2. Dostupnos� viacerých nástrojov na kontrolu spo¾ahlivosti merania, je
ïalšou prednos�ou tejto rutinnej metódy (celoeurópske medzilaboratór−
ne porovnania, kontrolné vzorky, pilotné vzorky a pod.).

3. Najväèšia praktická výhoda je rýchlos� získania výsledku do nieko¾kých
minút. Kombinácia rýchlosti informácie spolu so systémom, že nie indivi−
duálne výsledky, ale ich geometrický priemer je limitný, umožòuje prvo−
výrobcom okamžite vykonáva� nápravné opatrenia, zväèša bez rizika
okam žitého pozastavenia dodávky mlieka spracovate¾ovi.

Záver

Metóda BSC FC predstavuje príklad úspešnosti presadenia laserovej
prie tokovej cytometrie v potravinárskej mikrobiológii.

Okrem BSC FC, je komerène dostupné aj podobné zariadenie Bac to −
Count IBC, výrobcu Bentley Instruments (Chaska, Minnesota, USA), ktoré
sa však v Európe zatia¾ používa v menšom rozsahu. Pri meraní na tomto zari−
adení je napríklad možné predpoveda� dominantnú mikroflóru skúšaného
mlieka pod¾a získaného rozloženia impulzov [23].

Hoci je metóda laserovej prietokovej cytometrie prakticky dostupná
už nieko¾ko rokov, stále je aj v centre vedeckého záujmu. Predmetom skú−
mania je posúdenie vplyvov zloženia mlieka na prepoèet výsledkov, charak−
teristiky reprodukovate¾nosti metódy a zdokona¾ovanie nástrojov vnútrola −
boratórnej kontroly spo¾ahlivosti merania.

Metóda je urèená všeobecne pre surové mlieko, najviac sa však používa
pri meraní kvality kravského mlieka, menej pri mlieku ovèom a kozom. Tie
sa od kravského mlieka význame odlišujú, nielen zastúpením typickej
mikroflóry, ale aj poètom somatických buniek a chemickým zložením.
Rastúca atraktívnos� mlieènych výrobkov z nich potvrdzuje význam skúma−
nia vhodnosti využívania 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

TOMÁŠKA, M.: Bull. potrav. Výsk., 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 (sy,x).

KEYWORDS: laser flow cytometry; microbiological quality; raw milk
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