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Uskali referenéniho a
instrumentalniho stanoveni CPM v
syrovém mléce pri kontrole kvality
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KUS QJ1210301. Aktivita OZ\CAZV.
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Obsah sdleni (ve zpracovani potravin v mléka&stvi roste podil

pridané hodnoty a tim vyznam hygienické kvality syrogho mléka).

—Vyznam CPM v syrovém mléce
— Definice CPM, zdroje a vlastnosti
— CPM, charakteristika metod stanoveni a

4

nékteré metodické problemy

Provedeni aktualizace pepcttové
rovnice pro FC z BEI na CPM v
tis.CFU/mI pro sou¢asné podminkyCR
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ZHORSENI KVALITY
MLEKA
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- Jakost syrového mléka je dilezitym faktorem kvality
naslednych mlé&nych vyrobkd. Musi byt pravidelné
kontrolovana, protoZze mléko, pro swvij vysoky obsah vody a
zZivin, je idedlnim prostfedim pro rozvoj mikroorganismu, a
tudiz od momentu nadojeni je materidlem, ktery je vysoce
ohroZen kazenim.

- Otazka jeho uloZeni a transportu je citlivym technologickym
procesem. Kvalita mléka ovliviiuje trvanlivost mléénych
vyrobki. Dobrd jakost syrového miléka vytv&i a zajistuje
provozni jistotu pro farmare (dobra farméiskd cena), pro
zpracovatele mléka (prodejnost a trvanlivost miénych vyrobkii)
a podmiiiuje bezpe&nost potravinovéhoretézce pro konzumenty.

- Celkovy poéet mezofilnich mikroorganismia (CPM) je hlavnim
hygienickym ukazatelem kvality syrového mléka.V EU je
uréeno, Ze standardni syrové kravské mléko e obsahovat
(p¥i 30 °C kultivace) < 100 x18 KTJxml L. V praxi se stanovuje
kultiva énimi mikrobiologickymi metodami nebo jako CPM
véetné mrtvych baktérii na za¥izeni pratoéného cytometru.

Jaky by mohl byt symbol ml&né laboratofe?




Obr. Schéma mozného technologicko-fyziologického
déleni zakladni pfipadné normované CSN 57 0529)
kontaminujici mlééné mikroflory.

CMM = celkova mikrofléra
mléka

CPM = celkovy patet
mikroorganismu

CPP = celkovy pdget
psychrotrofi

PFM = psychrofilni
mikroorganismy

TS = termorezistentni
sporulaty

CPM Coli = koliformni baktérie
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Mezafilni mikroorganisny=

Obr. Vztah mezi hygienickou kontaminaci bazénovéhmléka v
CPM a PSY (HolStyn, n = 57; r = 0,6484***),

5,7000, y=0,8887x +0,3174
52000 R? =0,4204
4,7000+
. 4,2000]
»n
o 3,7000
()]
23,2000
2,7000-
2,2000-
1,7000 \ \ \ |

2,8000 3,3000 3,8000 4,3000 4,8000 5,30
log CPM
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Obr. Puavod celkového pétu mikroorganismia (CPM)
v mléce (podle RsIcKY et al., 1990).

DOJENI

CPM v tis. CFU/mI

500 7 NEDOSTATECNA HYGIENA

DOBRA HYGIENA

zZvemene 7 z povrchu z dojicich giaeni
. P .0 s EEEEEEE]

Diference od cca 50 do 500 tis. CFU/mI je dana zéjma mikroorganismy z dojiciho z&zeni a pomicek
(velké plochy )- nedostatemé ¢isténi a dezinfekce.

RozmnoZovani zdarodka v syrovém
‘mléce p¥i rbznych teplotach

zZarodky Skladovaci teplota

1000 Mmio 20°C

© 96 hodiny
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Ukazka gikladu nefasgjSich hodnot CPM
ve fazovych vzorcich mléka (tis. CFU/ml).

rtis. CFU/ml

Ukéazka prikladu nevyhovuijici sanitace dojiciho zéizeni
podle celkového pétu mikroorganismi (tis. CFU/mI) —

fazovka (Tich&ek et al., 1995).




Ukazka gikladu vlivu zneisténych mycich
vod podle CPM (tis. CFU/mI) - fazovka.
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Ukazka pikladu vlivu chybného chlazeni v
tanku podle CPM (tis. CFU/mI) - fazovka.
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Obr. Vztah mezi hygienickou kontaminaci bazénovéhmléka v
CPM a zdravotnim ukazatelem stada PSB (mastitidnitav; HolStyn,
n =57;r=0,2941%).

2,9000, y=0,1479x + 1,7486
R? = 0,0865

270001 X X

2 5000 X

2,3000- X
X %
2,1000+

§X
1,9000 A X Q

1,7000 T T T 1

2,8000  3,3000 3,8000 4,3000 4,8000 5,30
log CPM

- Vychozi norma je CSN EN ISO 4833-1. Mikrobiologie
potravinového retézce - Horizontalni metoda pro
stanoveni pd@&tu mikroorganismi - Cast 1: Technika
pielivem a paitani kolonii vykultivovanych p¥#i 30 °C.
Vzorek nebo jeho redéni se peélivé promicha pipetou
(opakovanym nasavanim) nebo 25nasobny
pirevracenim vzorkovnice nebo zkumavky.

- Ockuje se sterilni pipetou po 1 ml zkouSeného vzork
nebo jeho fedéni vzdy po dvou sériich Petriho misek.
Inokulum se nejpozdéji do 15 min od promichani zaléva
cca 12 az 15 ml agarem s kvastinim extraktem (GTK,

Milcom), ktery je p Fedem vychlazeny na 45 °C ve vod

lazni, a po utuhnuti média jsou misky inkubovany dnem
vzhiru p¥i 30 °C po dobu 72 £ 3 h. Po kultivaci jsou
hodnoceny misky, které obsahuji péet kolonii 10 — 300
viml
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- DalSim zpisobem je neffimé stanoveni CPM metodou piitoéné
cytometrie. Ta miva ¢asto automatickou formu v provedeni miznych
vyrobca (IBC a Bactocount, Bentley Instruments; Bactoscan, Fos
Electric; atd.). Fluoro-opto-elektronickd metoda pritoéné cytometrie
(FC) pro stanoveni CPM musi byt kalibrovana na velkych soubeech
vysledkia referenéni  kultivaéni plotnové metody. Nejdtive se
specifickou enzymatickou hydrolyzou a centrifugaci v graéentu

(mechanicky) odstrani ze vzorku tukové kultky a somatické buiky,

aby nevytvétely interferenéni efekty. Bakterialni buiika je za podminek
metody obarvena barvivem (nefastéji akridinoranz). Bu iika po
oswtleni emituje specifické z&eni, které je osciloskopicky registrovano
jako elektronicky impuls, tedy mikrob. Proud vzorku tecde
v laminarnim proudu pufrovacich roztokd pod fluoro-optickym

mikroskopem. Vysledky bakterialnich elektronickych impulsi (BEI) se
pirepatitavaji faktory nebo rovnicemi na vysledky kultivaénich metod,
tedy na pofet mikroorganismi (kolonie formujicich (tvoFicich)
jednotek, KTJ) v 1 ml mléka. Pro syrové mléko byvaiji treba specifické
kalibrace na rizné biologické druhy miléka. [¥ive se, se stejny

principem, vyuZivala i metoda stanoveni CPM v nekonéném pasu
vzorkového filmu na rotujicim disku.
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- V principu tedy tyto metody neprimého
stanoveni CPM museji byt kalibrovany
pirepa‘tovou rovnici na hodnoty vySe
= popsané metody referefini, tedy kultivaéni
= (plotnove), 1 kdyz jsou znamy rovréz
= systémy  mikrobiologického  hodnocen
= kvality syrového miléka podle kvantity
elektronickych  impulsa  vzorku  (bez
kalibrace na primou metodu), kde je
kontrolovan jejich pocdet na zvlastnich
vzorcich a rovnéz opakovatelnost stanoven

poctu BELI.
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Obr. Bactoscan Ill: Vztah mezi vysledky Bactoscanové hodnty
(ndpotu, BEI) a uréenim poftu bakteridlnich makrokolonii
v syrovém mléce (podle SB8HREN et al., 1988).
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- Vyvoj hygienickych rezima dojeni a mastitidni lé¢by krav
muaze zmeénit druhové  spektrum  celkového  pditu
mikroorganisma (CPM). To mazZe interferovat do vztahu mezi
referenéni a rutinni metodou stanoveni CPM @i kontrole
kvality mléka.

- Cilem bylo prepctist kalibraéni rovnici transformace
z Dbakterialnich elektronickych impulsa (BEI) pratoéné
cytometrie (IBC, Bentley) na vysledky refereéni metody
stanoveni CPM. Tato validace je vyznamna pro vybr
nejvhodnéjSi varianty rovnice podle vysledki referenéni
kultivaéni metody (n = 1 651 pah referenénich a rutinnich
méfeni CPM).

- Data CPM a BEI byla pouzita v pavodnich a logaritmicky
transformovanych hodnotach. Databadze byla korigovans
uriznutim dat a testy odlehlosti. Provedeny byly zakladn
statistické metody a linearni regrese. Byla vyp&tena sada
relevantnich ~ konverznich  rovnic  podle  praktickych
laboratornich prostied’ovych podminek.
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- Korela¢ni koeficienty (P<0,001) mezi metodami byly:
0,872 pro vSechny hodnoty fivodni; 0,911 pro hodnoty
logaritmicky transformované.

- UFiznutim (<1000 a<500 tis.CFU/ml) dat klesla logicky
tésnost €chto zavislosti a byly redukovany snrodatné
odchylky pramérného rozdilu (sdD): z 350 (360 a 352) n:
70 az 100 (98 az 104 a 73 az 77) tis.CFU/ml pxil000 a
<500 tis.CFU/ml.

- Testy odlehlosti redukovaly sdD na 28 az 36 tis.CFU/ml
- Hlavni model linearni rovnice pro modifikaci
priistrojové transformaéni rovnice byl: log BEI x log
CPM referenéné y = 1,0302x — 3,6565 (r = 0,859
P<0,001).

- Nové transformagni rovnice jsou sowasti softwarového
portfolia systému kontroly hygienické a zdravotni
kvality mléka.

Tab. Wbrané kombinace linearnich regresnich vztak vysledki metod pro
prepatet BEI (10%) na CPM (tis.CFU/ml) a vybér modelu pro modifikaci
transformaéni rovnice (VSechny vztahy, R0,001; n = pdet p¥ipadi; r =
korelaéni koeficient; PTR-IBC = pivodni transformaéni rovnice IBC).

10 50 100 200 1000
BEIXCPM PTR-IBC 6 25 47 89 381
BEIXCPM y=0,0002x+29,0678 0,667 1543 31 39 49 69 229

logBEIxlogCPM  y=0,9885x-3,454 0,849 1543 3 16 31 61
BEIXCPM y=0,003x+1,9336 0,881 1517 5 17 32 62
logBEIxlogCPM  y=1,0302x-3,6565 0859 1517 3 15 31 64
logBEIxIogCPM  y=1,028x-3,6457 0,885 1551 3 15 31 64
logBEIXCPM  y=118,4107x-533,8312 0,736 1517 58 94 177

logBEIXCPM y=272,6255x-1281,9143 0,635 1551 163 354

11



Tab. Priblizeni nové transformaéni rovnice IBC ke vztahu log BEI (IBC) x log
CPM referenéné z Tab. 2 (B1, n = 1 517), pepotet BEI (10°) na CPM
(tis.CFU/ml). (NTR-IBC = nova transformaéni rovnice IBC, pfepsana a
modifikovana.)

iiiillﬁiillllllliiliiliilillill
— 0 s a0 20

1000

BEIXCPM PTR-IBC 6 25 47 89 381

y=1,0302x-3,6565 NTR-IBC 3

BEIXCPM NTR-IBC

00000000000000000000000000

Obr. Varianta v souboru B1 s linearni kombinaci vztahu
log BEI (IBC) x log CPM referenéné (kultiva ¢né). (B1;
n=1517;r=0,859; K0,001.)
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