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Abstrakt

Laserova prietokova cytometria sa na Slovensku, ale aj
v Ceskej republike, rutinne pouziva na meranie celkového
poctu mikroorganizmov v surovom mlieku. Na Sloven-
sku su zavedené odliSné prepocty priamo meranych
vysledkov do stupnice KTJ.ml! pre kravské aj ovcie
mlieko. Prezentovana prica popisuje rézne matematické
modely na vytvorenie takéhoto prepoctu pre surové
kozie mlieko v podmienkach Slovenska. Na prepocet
boli pouZité vysledky vzoriek mlieka odoberanych od
prvovyrobcov a spracovatelov a skuSanych v centralnom
skiSobnom laboratériu v rokoch 2021 — 2023. Najlepsia
koreldcia vysledkov sa dosiahla aplikovanim rovnice
linearnej regresie dekadickych logaritmov nameranych
vysledkov, po vyluceni odlahlych dat, pricom mala tvar:
logio(KTJ.ml'") = 1,0989 x logio(IBC.ul") + 2,610; n =
677, R = 0,81. Pri pouZiti tohto prepoctu vSak treba brat
do dvahy vacsiu neistotu merania, pokial sa tato pocita na
zéklade hodnoty s(y,x) = 0,53 logio(KTJ.ml™").

Klicové slova: surové kozie mlieko, celkovy pocet
mikroorganizmov, laserova prietokova cytometria

Abstract

Laser flow cytometry is routinely used in Slovakia, but
also in the Czech Republic, to measure the total num-
ber of microorganisms in raw milk. In Slovakia, different
conversions of directly measured results to the CFU.mL"!
scale have been introduced for both cow’s and sheep’s
milk. The presented work describes various mathemati-
cal models for creating such a conversion for raw goat
milk in Slovak conditions. The results of milk samples

taken from farmers and processors and tested in the cen-
tral testing laboratory in the years 2021-2023 were used
for the recalculation. The best correlation of the results
was achieved by applying the linear regression equation
of the decimal logarithms of the measured results, after
excluding outliers, and had the form: log;o(CFU.mL")
= 1.099 x logio(IBC.uL") + 2.610; n = 677, R = 0.81.
However, when using this conversion, the greater uncer-
tainty of the measurement must be taken into account,
if it is calculated based on the value s(y,x) = 0.53 logio
(CFU.mL™").

Keywords: raw goat” s milk, total cell count, laser flow
cytometry

Uvod

Surové mlieko je prisne kontrolovana zivoc¢isna komo-
dita z pohladu zdravotnej bezpecnosti a kvality. Beruc do
uvahy legislativny ramec (Nariadenie ES ¢. 853/2004),
s vynimkou zistovania pritomnosti rezidui inhibi¢nych
latok (kedy sa ,,pozitivne* mlieko musi okamZite vylicit),
nie je nevyhnutné mat vysledky z merani na celkovy pocet
mikroorganizmov (dalej ,,CPM®) a pocet somatickych
buniek (dalej ,,PSB*) okamzite, pretoze v tychto pripa-
doch o prijati resp. neprijati mlieka na dalSie spracovanie
rozhoduju geometrické priemery tychto ukazovatelov
merané u prislusnych vzoriek za dlhSie obdobie. V pri-
pade CPM je toto obdobie stanovené na dva mesiace (pri
odbere minimalne dvoch vzoriek za mesiac) a pri PSB
u mlieka kravského dokonca za tri mesiace (pri odbere
minimalne jednej vzorky za mesiac). Predsa vSak, pre
chovatelov, ale aj spracovatelov surového mlieka mé
zmysel, aby mali vysledky ohladne hygienickej kvality
velmi rychlo, aby v pripade nepriaznivych ukazovatelov
mohli robit okamzZite ndpravné opatrenia v oblasti hygie-
ny, resp. zdravotného stavu dojnic.

Z tohto dovodu sa pri skdSani surového mlieka zacali
uz davnejSie uplatiiovat viaceré alternativne a rychle
metddy na zistovanie CPM a aj PSB. Vysledky z nich
su pre zakaznikov dostupné prakticky do niekolko minut
a tak najvacsi vplyv na ich dostupnost ma Cas logistiky
vzoriek — doprava vzorky do laboratéria a manipuldcia
s lou v samotnom laboratériu. SkidSanie surového mlieka
je takmer vSade vo svete centralizované a na to urcené
laboratdria skdSaju denne zvycajne niekolko sto vzo-
riek. To je dals$i dovod pre zavedie rutinnych metéd do
laboratérnej praxe, pretoZe pri takom pocte vzoriek by
jednoducho laboratéria skiSanie uréenymi/referencnymi
metédami nevedeli technicky zvladnut.

Co sa tyka principu merania alternativnych metdd,
v mliekarenskej laboratornej praxi sa najviac presadila
prietokova cytometria (Gunasekera et al., 2003). Kym
pri somatickych bunkdch je nadviazanie na referencnu
metdédu pomerne jednoduché (prietokomer je v pravidel-
nych intervaloch kalibrovany na certifikované referen¢né
vzorky), merané predtym referencnou mikroskopickou
metddou, pri CPM je postup komplikovanejsi. Lase-
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rové prietokové cytometre meraji mikrobiologicku kva-
litu surového mlieka primarne v inych jednotkach ako
je KTJ.ml!, priom nie je mozné porovnat vysledky
merané cytometrami rozdielnych vyrobcov, pretoze
pouzivaju odlisné postupy samotného merania. Pokial
chceme, aby laserovy prietokovy cytometer, merajuci
tento parameter, udaval vysledky aj v KTJ.ml"!, je po-
trebné vytvorit reprezentativny prepocet priamo mera-
nych vysledkov na tomto zariadeni do stupnice KTJ.ml".
Vo svete existuju aj pristupy, kedy sa priamo namerané
vysledky neprepocitavaji a limity mikrobiologickej
akceptovatelnosti surového mlieka si upravené tak, aby
mohli byt vyjadrené prave v tychto jednotkdch (elek-
tronickych impulzoch bakteridlneho pdvodu (IBC)).
Dalsi sposob interpreticie vysledkov je taky, Ze sa
prepocitavaju vysledky iba v urcitom intervale merania,
zvycajne v blizkosti legislativnych limitov (Bulletin IDF
511, 2021).

Najbeznejsie sa vSak vytvara matematickd rovnica,
ktord charakterizuje prepocet vysledkov z laserovej
prietokovej cytometrie do stupnice KTJ.ml' v celom
meracom rozsahu prislusného cytometra. V takomto
pripade sa najprv testuje, ¢i vysledky z laserovej prie-
tokovej cytometrie a urcenej kultivacnej metody maju
normélne rozdelenie, a ak nie, vhodne sa matematicky
transformuju (napriklad dekadickym logaritmovanim
dat). Nasledne sa vylacia Statisticky odlahlé vysled-
ky. V kone¢nom kroku sa vytvori rovnica ¢iary, medzi
datami priamo nameranych vysledkov na osi x a vysled-
kami z urcenej kultivacnej metédy na osi y. Ak je Ciara
priamkou linedrnej regresie, tak rovnica ma typicky tvar
y = ax + b, priCom sa testuje, ¢i je zachovana linearita
v celom rozsahu, alebo vo viacerych intervaloch merania,
kedy je potom rovnic viacej (ISO 21187, 2021). V litera-
ture st vSak popisané aj iné matematické modely, ktorymi
sa takyto prepocet dosiahne (Ramsahoi et al., 2011).

V prezentovanom prispevku su analyzované rdzne
matematické modely na vytvorenie prepoctu vysled-
kov mikrobiologickej kvality surového kozieho mlieka
(dalej ,,SKOM*®) z laserového prietokového cytometra
BactoScan FC vybaveného softvérom FOSS Integrator do
stupnice KTJ.ml!. Tato matrica bola zvolena jednak pre-
to, Ze na Slovensku prepocet pre surové kravské a ovcie
mlieko bol uz vytvoreny a rutinne sa vyuZiva na oficidlnu
kontrolu kvality nakupovaného mlieka (Tomaska et al.,
2006) a aj kvoli tomu, Ze SKOM ma urcité Specifické
vlastnosti — vyskyt vzoriek s vyS$§im poctom bakterial-
nych, ale aj somatickych buniek (Bogdanovicova et al.,
2016), ktoré su navySe menSie a mdzu interferovat na
samotné meranie (Tomaska et al., 2023) a rovnako aj
vyskyt prirodzene sa vyskytujicich latok s inhibi¢nym
uc¢inkom na rast mikroorganizmov (Zamri et al., 2017).

Material a metady

SkdSobné laboratérium EXAMINALA (dalej ,,SL*)
pri Vyskumnom ustave mliekdrenskom, a.s. je akredi-

tovanym laboratériom na skudSanie surového mlieka na
Slovensku. Toto laboratérium je vybavené pristrojovou
technikou spolo¢nosti FOSS (Dénsko), pricom na mera-
nie CPM v mlieku vyuZiva laserovy prietokovy cytome-
ter BactoScan FC vybaveny softvérom FOSS Integrator.
Tento softvér umozinuje merat vzorky, u ktorych sa pred-
poklada riziko interferencie na samotné meranie v tzv.
,,vylepsenom* mdde. Toto zariadenie bez ohladu na m6d
merania meria vysledky v stupnici tzv. individualnych
bakteridlnych buniek IBC.ul .

V préci boli pouzité vzorky (bazénové aj individudlne)
SKOM, ktoré boli odoberané ru¢ne od réznych pro-
ducentov z celého Slovenska v rokoch 2021 az 2023.
Vzorky boli po odbere konzervované Azidiolom a boli
uchovavané pri teplote 1°C az 8°C az do doby skuiSania.
Vsetky skusky boli vykonané zvycajne do 48—72 hodin
po odbere vzoriek.

CPM bol referencne merany kultivacnou metédou podla
STN EN ISO 4833-1. Metoda bola vnutrolaboratérne kon-
trolovana opakovanym meranim vybranych vzoriek roznymi
pracovnikmi, bertic do tvahy kritérium reprodukovatelnosti
a externe Ucastou v medzilaboratérnom porovnani (Vyz-
kumny tstav mlékérensky, s.r.o., CR).

Stubezne s tymto meranim boli vzorky merané aj na
zariadeni BactoScan FC, ktoré bolo vybavené softwé-
rom FOSS Integrator (FOSS Dénsko). Kazdé mera-
nie sa uskutocnilo paralelne vo ,,vylepSenom‘ mode.
Metoda bola vnutrolaboratérne kontrolovand meranim
opakovatelnosti, chyby z prenosu a pouzivanim slepych
vzoriek, pilotnych vzoriek a mlie¢nych Standardov (Milk
and Dairy Institute Dr Huefner, Nemecko). Externe sa
laboratérium zucastiovalo medzilaboratérnych po-
rovnani (Milk and Dairy Institute Dr Huefner, Nemecko).

Vsetky testované vzorky mlieka boli tieZ vySetrené
na pritomnost rezidui inhibi¢nych latok (dalej ,,RIL*)
kultivanou metédou na mikrodosti¢kach so spérami
Geobacillus stearothermophilus, pomocou testovacej
supravy Delvotest SP NT (Food Specialties, Holandsko).

Prepocet vysledkov merania bol vykonany pomocou
SW MS Excel (Microsoft, USA).

Vysledky a diskusia

KedZze v predchddzajicej praci (Toméska et al.,
2023) bolo preukdzané, Ze somatické bunky v SKOM
moZu ovplyvnit meranie CPM a Ze meranie vzoriek vo
,»vylepSenom* mode mdze tento efekt potlacit, tu prezen-
tované vysledky boli merané iba tymto sposobom. Este
skorsich pracach (Tomaska and Suhren, 2004; Tomaska
et al,, 2006) bolo preukazané niekolko podstatnych
faktov ohladne vytvorenia reprezentativneho prepoctu
vysledkov merania CPM na zariadeni BactoScan FC do
stupnice KTJ.ml":

1. Vysledky merani z urcenej kultivacnej metédy podla
STN ENISO 4833-1 a z laserového prietokového cy-
tometra mali normalne rozdelenie po transformacii
na dekadické logaritmy.
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Tab. 1 Prepocet vysledkov merania mikrobiologickej kvality SKOM na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.m/l"

Pocet vzoriek Obdobie
400 2021 — 2022

Rovnica prepoctu

l0gso(KTJ.ml) = 1,174 x logyo(IBC.ul") + 2,748

s(y,x)
0,63 logio(KTJ.ml) 0,76

Tab. 2 Prepocet vysledkov merania mikrobiologickej kvality SKOM na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml" — model

rovnice linearnej regresie

Obdobie

Pocet vzoriek

Rovnica prepoétu

689 2021 -2023 10g1o(KTJ.ml") = 0,951 x l0g4o(IBC.ul") + 2,862 0,61 l0g1o(KTJ.ml"") 0,74
2. Suvislost medzi premennymi po trans- 75
formécii bola linearna v celom rozsahu ;
merania (po vyliceni 1% najvyssich .
a najnizsich vysledkov). .
3. Prepocty sa lisili v zavislosti od druhu skud-
Saného surového mlieka (kravské, ovcie). :; .
Na zaklade tychto skutocnosti bol v rokoch | g .
2021 a 2022 pre SKOM zvoleny rovnaky | 5°°
pristup vytvorenia reprezentativneho prepoctu | =~ 4
vysledkov pre Slovensko, ktorého charakteris- 35 o
tiky st uvedené v Tab. 1. 3
Z uvedenej tabulky je zrejmé, Ze smeroda- 2,5
jna odchylka danej linedarnej regresie s(y,X) je 2
pomerne vysoka a ovela vysSia, ako pri obdob- 0 2 L5 2 25 # 35 4 45
nych rovniciach platnych pre surové kravské lognIFEHE

mlieko a surové ovcie mlieko na Slovensku
— 0,17 logio(KTJ.ml ') resp. 0,27 logio(KTIJ.
ml"). KedZe jeden z pristupov odhadu neistoty
merania takejto skusky zavedenej v skiSobnom
laboratériu berie za hlavny prispevok neistoty prave
hodnotu s(y,x) a pocita ju ako jej 1,96 nasobok, potom
mozno teda oCakavat, Ze vysledky z laserovej prietokovej
cytometrie prepocitané do stupnice KTJ.ml"! budi me-
rané s pomerne velkou neistotou merania. To mdze byt
problém hlavne vtedy, ked je potrebné porovnat vysled-
ky merani tej istej vzorky z rdznych laboratorii ré6znymi
metddami, napriklad pri kontra-vzorkach.

V roku 2023 bola v SL vykonana verifikdcia daného
prepoctu, v ramci ktorej sa porovnavali vysledky vzo-
riek SKOM merané na CPM ur¢enou kultivacnou meto-
dou a na zariadeni BactoScan FC, pricom tieto boli
prepocitané do stupnice KTJ.ml"!' prepo¢tom uvedenym
v Tab. 1. Po analyze dét sa sice zistilo, Ze priemerny
rozdiel medzi skupinou oboch vysledkov bol velmi
maly — 0,09 logo(KTJ.ml "), ale predsa len sa vyskytli aj
aj na zdklade odportucani ISO 21187, boli k povodnému
datovému stboru z rokov 2021 a 2022 pridané vysledky
z roku 2023 a prepocet bol vytvoreny nanovo. Na Obr. 1
je zobrazeny vychodiskovy graf, z ktorého sa prepocet
vytvaral, ak sa pouzili vysledky merani transformované
do dekadickych logaritmov.

Porovnajuic udaje v Tab. 1 a Tab. 2 mozno konStatovat
ze pridanim vysledkov z roku 2023 k poévodnému data
setu z rokov 2021 a 2022 sa prepocitavacia rovnica a jej
charakteristiky zmenili iba velmi mierne. Analyzujic
déta zobrazené na Obr. 1, pri¢inou vysokej hodnoty s(y,x)

Obr. 1 Vzt'ah medzi vysledkami merania mikrobiologickej kvality SKOM
na Slovensku z laserovej prietokovej cytometrie a z ruénej
kultivacnej metddy.

a slabsej korelacie medzi oboma premennymi st najmé
vysledky vzoriek surového mlieka, ktoré vykazovali
pomerne vysoké pocty IBC.ul! a tomu nezodpovedajice
o¢akavané hodnoty KTJ.ml!. Teda zjednodusene pove-
dané, Ze BactoScan FC meral aj mikroorganizmy, ktoré
nevedeli za podmienok kultiva¢nej met6dy rast. Dovodov
preco takéto vysledky boli namerané moZze byt niekolko:

1. Niektoré vzorky surového mlieka, vzhladom na lo-
gistiku dopravy vzoriek do laboratoéria, boli analy-
zované az za 72 hodin po odbere, o mohlo sposobit
odumieranie mikroorganizmov vo vzorkach.

2. Vo vzorkach mohla prevladat mikroflora, ktora sice
bola pocitana laserovou prietokovou cytometriou, ale
za podmienok urcenej kultivacnej metédy nemohla
vyrést — napriklad psychrotrofné baktérie.

3. Prejavili sa prirodzene vyskytujice sa bakterio-
statické ti¢inky SKOM.

4. Farmari, ktori odoberali vzorky (obdvajuc sa, Ze
budd mat nevhodné vysledky) ich tepelne oSetrili,
hoci boli pouceni, Ze tak nemaju robit.

5. Pripadny vplyv RIL v mlieku na zniZenie vysled-
kov CPM kultivacnej metody, s vysSou pravdepo-
dobnostou pri vzorkach horSej hygienickej kvality,
ktory by mohol uvedeny efekt sposobit aj vysvetlit,
sa vSak neprejavil, pretoZe vSetky zahrnuté testované
vzorky mali na RIL negativny vysledok.

Hladajic spdsoby, ako zlepsit korelaciu medzi obo-

ma skupinami vysledkov, bola na vytvorenie prepoctu
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Tab. 3 Prepocet vysledkov merania mikrobiologickej kvality SKOM na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.mI'" — model

polynomickej rovnice druhého stupria

Pocet vzorick  Obdobie

Rovnica prepoctu

689 2021 - 2023

logio(KTJ.mH) = 0,369 X (10gs(IBC.ul"))2 + 2,544 X 10gyo(IBC.ul) + 1,336 | - 0,79

Tab. 4 Prepocet vysledkov merania mikrobiologickej kvality SKOM na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml'" — model
rovnice linedrnej regresie (po vyluceni uréitej skupiny problematickych vzoriek)

Pocet vzorieck  Obdobie Rovnica prepoétu
677 2021 - 2023 log10(KTJ.ml-1) = 1,099 x log10(IBC. "I-1) + 2,610 0,53 logy(KTJ.ml") 0,81
i spociva v tom, Ze eliminacia vysledkov je vy-
o konana bez nejakej Statistickej podpory (testo-
5 vanie odlahlych vysledkov) a teda mdze vniest
6.5 " do prepoctu aj systematickd chybu, pretoZe pri
_ 5 redlnom testovani sa mozZu vyskytnit aj takéto
E 55 vzorky.
-% 5 Ramsahoi et al., 2011 vykonali obdobnti kom-
iw8ha plexni Stidiu na SKOM v Kanade, rovnako
N vyuZzijuc prietokovy cytometer BactoScan FC.
» Pri aplikovani modelu linearnej regresie dospeli
2; k rovnici, ktord mala tvar: y =0,959x — 0,808, pri
5 n = 1 361 vzoriek, pricom korela¢ny koeficient
0 0.5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 45 | bolrovny R = 0,84, teda obdobny ako bol zisteny
log,(1BC.uI) v tejto préci po eliminécii problematickych vzo-

Obr. 2 Vzt'ah medzi vysledkami merania mikrobiologickej kvality SKOM
na Slovensku z laserovej prietokovej cytometrie a z rucnej
kultivacnej metody (po vyluceni urcitej skupiny problematickych

vzoriek)

pouZzita nie linearna rovnica, ale polynomicka druhého
stupnia (Tab 3).

Ani tento pristup vSak hodnotu korelacného faktora
prilis dramaticky nezvysil. NavySe v takomto pripade by
samusela neistota merania odvodzovatiba z verifika¢nych
merani, kedy by sa pocitala z rozdielov medzi vysled-
kami nameranymi priamo urcenou kultivacnou metédou
a prepocitanymi vysledkami z laserovej prietokovej cy-
tometrie.

Dal%ou moznostou, hoci do uréitej miery rizikovou, je
vizuélna kontrola bodov uvedenych na Obr. 1 a nasledne
vylicenie ,,odlahlych* vysledkov. Prvotna redukcia da-
tového suboru sa zvycajne vykonava tak, Ze sa vyluci
1% najvyssich a najnizsich vysledkov z kazdej metody
(Tomaska et al., 2006). Okrem toho je samozrejme
mozné pouZit aj rozne Statistické metédy na testovanie
odlahlych vysledkov, ako napriklad Grubbsov test. To
ale v naSom pripade znamenalo znac¢né ziZenie datového
stiboru, v ktorom potom chybali dita z meracieho rozsa-
hu, ktory sa mdze beZne vyskytovat pri rutinnom merani
vzoriek surového kozieho mlieka. Preto boli vylicené
iba tie ,,odlahlé* vysledky, pri ktorych sa predpokladalo,
7Ze prislusné vzorky mali bud netypické mikrobiologické
zloZenie, alebo sa s nimi neadekvatne manipulovalo (ako
bolo vysvetlené skor).

Ako je zdokumentované na Obr. 2 a v Tab 4., kore-
lacia medzi premennymi sa tymto zlepSila a rovnako sa
zniZila aj hodnota s(y,x). Rizikovost tohto pristupu vsak

riek. Rovnica mala pochopitelne odlisné koe-
ficienty ,,a“ aj ,,b", pretoze bola validovana pre
region Kanady. Autori Stadie pouzili aj iné mo-
dely (logaritmicku krivku pre sucet najmensich
Stvorcov pre obe, €i iba jednu premennt), avSak
aj pri tychto modeloch bol korela¢ny koeficient podobny.
LiSila sa vSak hodnota IBC, ktord zodpovedala limitnej
hranici pre akceptovatelnost surového mlieka v Kanade
— 50 000 KTJ.ml!, ktorda sa v zavislosti od zvoleného
prepoctu pohybovala v intervale 321 000 — 550 000.

Zaver

Ukazuje sa, Ze pouZitie laserovej prietokovej cytometrie
na meranie CPM v SKOM je mozné, avsak pri prepocte
priamo meranych vysledkov do stupnice KTJ.ml!
je potrebné pocitat s vdcSou neistotou merania, ako
pri surovom kravskom, ¢i ov€om mlieku. Pri spornych
vzorkdch sa preto v tomto pripade eSte viac odporuca
pouZit uréenu kultivacni metddu.
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MIéko a mlécné vyrobky jsou neustdle centrem pozornosti vyzkumu. V tomto ¢isle Vam prfinaSime seznam plakéa-
tovych sdéleni a abstrakty prednasek prezentovanych na Konferenci mléko a syry 25. ledna 2024 v Praze. Plné
texty prispévki budou publikovany ve sborniku, ktery bude rovnéz dostupny na webovych strankdch prehlidek

https://cps.vscht.cz/organizace/soubory.
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