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Pouziti luminometru pri stanoveni celkového poctu
mikroorganismi v syrovém mléce

JARMILA VYTRASOVA — MARTINA LENDAKOVA

SOUHRN. Bylo sledovdno celkové mnozstvi mikroorganismu v syrovém mléce pomoci
luminometrické metody méfenim intenzity svétla, které je imérné koncentraci intracelu-
larntho ATP. Po odstranéni ATP nemikrobidlniho ptivodu bylo mnozstvi ATP uvolnéné
z bakteridlnich bunék indikovdno enzymovym komplexem luciferin-luciferdza, jehoz
pridavek vyvolal luminiscenci. Ziskané vysledky byly porovndvany s vysledky soubézné zis-
kanymi na pfistroji Bactoscan a klasickou kultiva¢ni metodou. Pro dany typ luminometru
byla provedena optimalizace stanoveni ATP a eliminovdny vlivy nepfiznivé pusobici
na stanoveni. Ve vysledcich vSech tff metod nebyly zjiStény vyrazné rozdily.

KLICOVA sLOVA: celkovy pocet mikroorganismi, mléko, luminometrie, optimalizace,
Bactoscan, ATP

Sledovéani mikrobiologické jakosti syrového mléka je jednim ze zdklad-
nich kritérif jeho hodnoceni i finanéniho ocenéni. Klasické kultivacni meto-
dy vsak poskytuji vysledky az za 24 - 48 h, pouziti pristrojovych metod typu
Bactoscan je zas ekonomicky pfili§ ndrocné. Proto byly hleddny dalsi rychlé
metody stanoveni mikroorganismi, k nimZ patii i metody luminometrické.
Biochemie luminiscen¢ni reakce byla poprvé popsdna McElroyem [1]
a podrobny mechanismus této rychlé reakce byl detailné rozpracovan v pre-
hledové praci De Lucy a McElroye [2]. V podstaté jde o reakci ATP s enzy-
movym komplexem luciferin-luciferdza, pfi némz se uvolnuje svétlo, jehoz
intenzita je pfimo umérnd mnozstvi ATP. Tato linedrni zdvislost existuje
v Sirokém rozmezi koncentraci ATP [3] a stanoveni celularniho ATP se tak
stavd vhodnym indikdtorem mnozstvi bunck.

Pti stanoveni poctu mikroorganismu v syrovém mléce je jednim z hlav-
nich problému fakt, Ze mléko obsahuje vZdy velké mnozstvi nemikrobidlniho
ATP a to v riznych formdch - jako volny ATP, ATP asociovany s micelami
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kaseinu a jako ATP v somatickych buiikdach pochdzejicich z vemene [4].
Prvni metody vyvinuté na principu ATP bioluminiscence [5] vyuZivajici
k odstranéni ATP nemikrobidlnitho ptivodu slabych detergentt(i a ndsledné
hydrolytického enzymu apyrdzy nebyly dostatecné citlivé a navic byly i
pracné. Dulezity krok ke zvySenf citlivosti stanoveni byl u¢inén Pettipherem
[6], ktery navrhl enzymové predzpracovani vzorku s pouzitim epifluorescen-
¢ni filtracni techniky, aby se usnadnila filtrace mléka. Tuto metodu zdoko-
nalili Webster a kol. [7] a na stejném principu byl zkonstruovdn pfistroj
Lumac BV s komer¢né dostupnym ATP-F testem. Waes a kol. [8] popsali
vynikajici korelaci mezi touto ATP metodou a standardni plotnovou meto-
dou (korela¢ni faktor r = 0,865, pocet stanoveni n = 247) s detekénim limi-
tem 2.104 KTJ.ml-1. Podobné vysledky byly dosazeny i na jinych pracovistich,
avSak s pouzitim SirSich filtra a dalStho nezbytného pfisluSenstvi [9], coz bylo
pro laboratorni praxi malo pouZitelné.

Pozoruhodny ATP bioluminiscencni systém pro zjiStovani poctu bakterii
v syrovém mléce vyvinuli Griffith a spol. [10]. Tento systém byl nasledné
modifikovan a vylepsen jako Milk Microbial ATP Kit (Biotrace Ltd.).

Misto filtrace 1ze ke koncentraci mikroorganisma pouZit i centrifugaci
[11], kde autofi dosahli stejné citlivosti jako u metod s filtraci a korela¢niho
faktoru r = 0,9 pfi n = 80, avSak tento postup nenaSel zatim v laboratorni
praxi Sirsf uplatnéni.

Metody vyuzivajici luminiscen¢nich technik ke stanoveni po¢tu mikroor-
ganismu v potravindch véetné dalSich aplikaci jsou podrobné diskutovany
v prehledovém ptispévku Kyriakidese a Patela [12].

Cilem této prace bylo ovéfit funkci daného typu luminometru pfi kontro-
le jakosti syrového mléka, optimalizovat stanoveni ATP pfi zjiStovani mikro-
bidlni kontaminace a zjistit pfipadné rozdily ve vysledcich mezi ostatnimi
pouzivanymi metodami.

Material a metody

Ke stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganismi klasickou plotnovou metodou dle CSN ISO 4833
[13] byla pouzita zivnd pida GTK (glukdza, trypton, kvasni¢ny extrakt),
vyrobce Milcom a. s. Laktofldra, Praha 6 - Vokovice, Ceska republika.

Automatizované stanoveni poc¢tu mikroorganismu bylo provedeno na pfi-
stroji Bactoscan 8000 typ 27000 firmy Foss Electric (Dansko) se sadou
komer¢éné pfipravenych roztoka.

220



Roc¢. 37,1998, ¢. 4, s. 219-227

Pro luminometrické stanoveni byl pouzit pfistroj Luminometr 1250
(BioOrbit, Finsko), zapisova¢ Line recorder TZ 4620 (Laboratorni pristroje
Praha, Ceskd republika) a sada komeréné pfipravenych roztokii:

- extrakeni roztok Somalyse,

- BioOrbit 1243-208 ATP Releasing Reagent (ARR) - detergentovy roz-
tok pro extrakci ATP z mikrobidlnich bunék, obsahuje inhibitory
ATPas, které by po uvolnéni hydrolyzovaly ATP,

- BioOrbit ATP Monitoring Kit (AMK) obsahujici: ATP Monitoring
Reagent (AMR) s komplexem luciferin-luciferdza, ATP standard a ace-
tatovy pufr.

Promyvaci roztok byl pfipraven rozpusténim 2,125 g NaCl (Lachema
Brno, Ceskd republika) v 1000 ml redestilované vody, sterilovan pii 121 °C
po dobu 15 min a uchovévan pri 5 °C.

Byl pouzit membranovy filtr Sartorius Germany o priiméru 0,8 cm
a porozité 0,65 pm.

Jako material bylo pouZito syrové kravské mléko a vzorky byly doddvané
ve sterilnich vzorkovnicich s Heschenovym konzerva¢nim cinidlem (100 g
kyseliny borité, 1,5 g glycerolu a 2 ml 1 % vodného roztoku methylenové
modfi na 11 ¢inidla).

Jednotlivé vzorky mléka byly analyzovdny vSemi tfemi uvedenymi meto-
dami soucasné. Po analyze vzorku na pfistroji Bactoscan bylo z lahvicky
se vzorkem odebirdno inokulum v mnozstvi 1 ml pro klasické kultivacni vySe-
tfeni a ndsledné bylo provedeno méfeni na luminometru. Toto stanoveni
vyuzivd zkoncentrovani pritomného ATP filtrem, na némz se zachyti bakte-
ridlni i somatické burky. Aby byl somaticky ATP odstranén, byl pfiddn ex-
trakeéni roztok, ktery rozrusSil pouze somatické buriky, nikoliv vS§ak bakteridl-
ni. Poté byl filtr promyvdn, aby se odstranil zbyvajici ATP v roztoku. Pomoci
ucinnéjSiho extrakéniho ¢inidla byly bakteridlni butiky rozruseny a uvolnény
ATP byl stanoven po reakci s komplexem luciferin-luciferdza bezprostred-
nim métenim emise svétla. Obsah ATP byl vypocten z kalibra¢ni kiivky.

Vlastni provedent

K 0,5 ml vzorku mléka bylo pfidano 0,5 ml roztoku Somalyse a smés byla
inkubovédna ve vodni ldzni 10 min pfi 40 °C. Poté bylo odebrdno 100 pl
a zfiltrovdno pfes membranovy filtr vakuovou filtraci. Po ndsledném promy-
tf 100 ul promyvaciho roztoku byl filtr umistén na dno zkumavky lumino-
metru a bylo priddno 200 pl roztoku ARR. Ndésledovala krédtkd inkubace
(2 min) pfi laboratorni teploté, dédle bylo pfiddno 100 pl roztoku AMR
a ihned byl odecten signdl luminometru.
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Vysledky a diskuse

Pro optimalizaci stanoveni ATP bylo nutno zjistit spravnou dobu a te-
plotu inkubace. Na zdkladé¢ odezvy luminometru zaznamenané na zapisova-
¢i pfi citlivosti 10 mV byla stanovena optimdlni doba inkubace 10 min
pii 40 °C.

Naslednym krokem bylo ovéfovani optimdlniho mnozstvi vzorku pro filt-
raci. Jako filtracni zafizeni byla nejprve pouzita sklenénd nélevka se zatave-
nou fritou o pdrovitosti ¢. 1, na kterou byl prikladdin membranovy filtr.
Naméiené hodnoty ATP vSak byly nizké a vypoctené mnozstvi bunék ne-
souhlasilo s vysledky ziskané Bactoscanem. Hlavni pficinou bylo nedostate-
¢né prilnuti filtru k frit€, coZ mélo za ndsledek podtékdni vzorku a defor-
maci filtru vlivem podtlaku. Proto byla pouZita modifikovand metoda filtra-
ce pres ndlevku vyrobenou ze sklenéné trubice s vloZenym krouzkem a zata-
venou fritou (obr. 1). Vlozenim krouzku do filtra¢ni nalevky bylo zabranéno
priliSnému prilnuti filtru k frité. Toto feSeni vSak lze povazovat pouze za pro-
vizorni, pro rutinni pouzZivani luminometru v praxi by bylo vhodné;si vyreSit
tento problém stabilnim zabudovanim filtru.

V obou pripadech filtrace byly pouzity membranové filtry o velikosti port
0,65 pm. U nékterych vzorktl syrového mléka vSak dochdzelo k zandSeni
port filtru ¢asticemi tukd a bilkovin, coz vedlo k nezadoucimu prodluZovani
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a) puvodni usporadani b) modifikace

OBR. 1. Filtra¢ni zafizeni.

Fi1G. 1. Filtering device.
a) original arrangement, b) modification. 1 - porous frit, 2 - o-ring, 3 - perforated glass disc.
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doby filtrace. Pokud by byl pouzit filtr s vétsi porozitou, byl by ziejmé pro-
blém zanasenf{ filtru ¢aste¢né zmirnén, avSak ziskana odezva luminometru
by byla niZsi.

Co se tyce objemu vzorku mléka uré¢eného k filtraci, bylo zji§téno, Ze opti-
malni odezva luminometru (ve srovnani s vysledky stanoveni poc¢tu bunék
na Bactoscanu) je jesté pti pouziti 100 pl vzorku. Vyss$i objemy uZz nelze
doporucit pro urcité obtize pfi filtraci.

Bylo téz vyzkouSeno pouziti jak vodni, tak olejové vyvévy. Pouziti vodni
vyvévy se neosvédcCilo, nebot kolisavy tlak vody mél opét nepiiznivy vliv
na filtraci.

Znacny vliv na stanoveni md taky michani, proto je vZdy nutno kazdy vzo-
rek fadné rozmichat, aby doslo k homogenizaci tuku a zabranilo se tak shlu-
kovéni bakterif.

K ovéfeni vlivu konzervace vzorku na luminometrické stanoveni byly
pouzity vzorky syrového mléka ve vzorkovnicich s konzerva¢nim cinidlem
mikrobidlnim (Heschenovo c¢inidlo), chemickym (dichroman draselny)
a vzorky bez konzervace. Ze shodnych hodnot odezvy luminometru vyply-
nulo, Ze konzervace neméla na stanoveni zadny vliv.

Pro ovéfeni spravnosti chodu pfistroje a kvality pouzitych reagencii byla
jedenkrat mésicné provadéna kalibrace (tab. 1). Funkénost piistroje byla
ovéfovdna az do rozsahu 400 mV. Jak vyplyvd z odhadi smérodatnych
odchylek v tabulce, jsou tyto kalibrace témér identické a liSily se jen v ramci
ndhodnych chyb. Priklad kalibra¢niho grafu je uveden na obr. 2.

TABULKA 1. Reprodukovatelnost kalibra¢nich kiivek
na pristroji Luminometr 1250 v rznych ¢asovych obdobich.
TABLE 1. Reproducibility of the calibration curves
using Luminometer 1250 apparatus in different time periods.

datum! b Sb a Sa r
25.3.1997 3,17 0,15 3,67 0,97 0,998

7.4.1997 3,08 0,29 2,36 1,84 0,991
21.4.1997 3,26 0,11 3,10 0,69 0,999

6.5.1997 3,18 0,15 3,16 0,95 0,998

Pro vdechny kalibrace n = 4, parametry regresni pfimky y = bx + a, kde b - smérnice,
sb - smérodatnd odchylka smérnice, a - posunuti regresni pfimky, sa - smérodatnd odchylka
posunuti, r - korela¢ni koeficient.

For all calibrations, n = 4 ; regression line, y = bx + a ; the parameters of which are b - slope,
sb - slope deviation, a - shift of the regression line, s, - shift deviation, r - correlation coeffi-
cient. 1 - date.
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OBR. 2. Kalibra¢nf kfivka pro bioluminiscen¢ni stanoveni ATP ze dne 21.4.1997.
Statistické parametry: y = 3,26x + 3,10, r = 0,999, n = 4.

FIG. 2. Calibration curve for the bioluminescent determination of ATP (April 21, 1997).
Statistical parameters: y = 3.26x + 3.10,r = 0.999,n = 4.

Celkem bylo zpracovano 109 vzorki a to jak luminometricky, tak pomo-
ci ptistroje Bactoscan. Priblizné polovina vzorka byla vySetifena klasickou
kultivaéni plotnovou metodou. Uéinnost vSech ti{ metod byla vyjadiena
grafy a rovnicemi s nenulovymi useky a smérnicemi (obr. 3 a 4). Jak vyplyva
z uvedenych vysledkd, jednotlivé metody se vyznamné neliSi. Vezmeme-li
v tvahu jesté jednoduchost a rychlost luminometrick€é metody, lze ji dopo-
rucit jako vhodnou metodu pro stanoveni mikrobidlni kontaminace syrové-
ho mléka.

Seznam zkratek
KTJ - pocet kolonie tvoricich jednotek (CFU - Colony Forming Unit)
ATP - adenosin-5’-trifosfat
ARR - ATP Releasing Reagent
AMR - ATP Monitoring Reagent
AMK - ATP Monitoring Kit

Podékovini
Veskerd méfeni byla provadéna v Centrdlni laboratofi na syrové mléko v Cerné za Bory
a ve spoluprdci s VUM Praha 6 - Vokovice.
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OBR. 3. Porovnéni odezvy luminometru v mV s KTJ stanovenymi pomoci Bactoscanu.
Statistické parametry: y = 0,01x - 0,33, r = 0,915, n = 109.

FIG. 3. Luminometer response in mV compared with CFU determined by Bactoscan.
Statistical parameters: y = 0.01x - 0.33, r = 0.915, n = 1009.
1-[1000 CFU.ml1].
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OBR. 4. Korelace mezi KTJ stanovenymi klasickou metodou a KTJ stanovenymi
Bactoscanem. Statistické parametry: y = 0,932x - 5,41, r = 0,888, n = 47.

Fi1G. 4. Comparison between CFU determined by the standard plating method and CFU
determined by Bactoscan. Statistical parameters: y = 0.932x - 5.41, r = 0.888, n = 47.
1 - standard plating method [1000 CFU.ml-!], 2 - Bactoscan [1000 CFU.ml-1].
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Bioluminescence assay in determination of total number of microorganisms in raw milk
VYTRASOVA, J. - LENDAKOVA, M.: Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 219-227.

SUMMARY. Total number of microorganisms in raw milk was followed by means of the lumi-
nescent method by measuring of the light emission, proportional to the concentration
of intracellular ATP. Having removed non-microbial ATP, the amount of ATP released from
bacterial cells was indicated using the enzyme/co-enzyme complex, luciferase-luciferin,
the addition of which initiated the luminescence. The results obtained were compared
with those measured simultaneously using both the automatic method (Bactoscan) and
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the standard plating method. For the given type of the luminometer, the ATP determination
was optimized and interferences were eliminated. The differences in results of these three
methods were statistically insignificant.

KEYWORDS: total number of microorganisms, milk, luminometry, optimization, Bactoscan,
ATP
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