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Sazetak

Primjerenost metode automatske epifiuorescentne mikroskopije (instrumentom
BactoScan 8000) za odredivanje ukupnog broja bakterija u sirovom mlijeku
provjerena je kao metoda za odredivanje kvalitete miijeka proizvodaca u svrhu
placanja po higijenskoj kakvodi. Rezultati odredeni BactoScan-om usporedeni su
rezultatima brojanja kolonija na plocama metodom IDF Standard 100 B : 1991.

Nakon pretvorbe broja pulsova BactoScana (y) i broja kolonija na ploéama
(x) u dekadske logaritme izra¢unata je jednad2ba pravca regresije y = 0,916 x +
0,714 i standardna devijacija ostatka s , = 0,26 log jedinica. Koeficijent korelacije
izmedu dviju metoda bio je r = O,9§ (n = 701). Ponovijivost (preciznost, s,)
instrumenta na razlicitim razinama impulsa varirala je od 0,02 log jedinica do 0,11
log jedinica uz broj kolonija <100.000 m.o./ml. Granica pouzdanosti za P = 0,95
bila je + 0,517 log BSC/impulsa/mi.

Rije¢i natuknice: automatska epifluorescentna mikroskopija, BactoScan 8000,
sirovo mlijeko, ukupan broj bakterija, placanje mlijeka

Uvod

U Sloveniji su odlugili da uvedu suvremenu metodu odredivanja ukupnog broja
bakterija u sirovom mlijeku BactoScanom, jer omogucava brzu i objektivnu analizu
veceg broja uzoraka mlijeka. Tako ¢e se moci kontrolirati bakterioloska kakvoca
mlijeka svih proizvodaca sto predstavlja osnovu za poboljSanje kvalitete mlijeka
u cjelini.

Metoda BactoScan je sluzbeno priznata u mnogim drzavama svijeta. U vise
od 20 drzava koriste preko 300 instrumenata. Pomocéu te metode je analizirano
vise od 50% uzoraka mlijeka, namijenjenih kontroli kakvo¢e u svrhu pla¢anja
mlijeka u Europskoj uniji.

U prilogu koji slijedi prikazane su znagajke instrumentaine metode BactoScan
8000 (Foss Electric, Hillerod, Danska), kao i njena usporedba s klasi¢nom

* Rad iznijet na XXXI. hrvatskom simpoziju mljekarskih struénjaka, odrzanom u Opatiji, 16-
18.11.1994.
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referentnom metodom brojanja kolonija na ploéama, koja je propisana IDF
standardom 100 B : 1991.

Materijali i metode
BactoScan 8000

BactoScan je instrument za automatsko odredivanje bakterioloske kakvoce
sirovog mlijeka. Ta metoda se temelji na brojanju pojedinih bakterijskih stanica u
uzorku mlijeka. Vrijeme potrebno za analizu iznosi 5 minuta, dok je standarnom
metodom brojanja za analizu potrebno 48 - 72 sati.

Princip djelovanja instrumentaine metode BactoScanom je kontinuirana
epifluorescentna mikroskopija. Pomocu bojila instrument broji direktno bakterije
obojene naranéasto (acridine orange). Suspenzija obojenih bakterija nanosi se
na rotirajuci disk. Nakon zra¢enja s ksenonovom Zaruljom obojene bakterije
fluoresciraju crvenonarancéastu svijetlost koju ocitava fotometar. Odbrojavaju se
impulsi, a rezultat je prikazan kao broj bakterija/pul mlijeka. Instrument automatski
izracunava na osnovi regresije.

K i

IstraZivanje zapocinje pripremom konverzijske tabele za pretvaranje impulsa
u broj kolonija/ul mlijeka. Tocke konverzijske tabele izratunate su posebnim
postupkom na temelju rezultata paralelnih analiza 2.555 uzoraka sirovog mijesanog
mlijeka, metodom brojanja individualnih bakterija BactoScanom i klasiénom
metodom brojanja kolonija na plo¢ama kao i razvrstavanjem vrijednosti u skupine,
s obzirom na broj prebrojavanja kolonija.

Miijeko

Bakterioloska kakvoca uzoraka miijeka se kretala u rasponu: manje od 10.000
mikroorganizama/ml mlijeka do preko 3 milijuna mikroorganizama/ml mlijeka, tj.
u okviru razreda kakvoce mlijeka koji vrijede u Sloveniji za pla¢anje mlijeka po
kakvoci.

Metode brojani o2

Metoda brojanja kolonija na plo¢ama realizirana je u skladu s medunarodnim
IDF standardnom 100 B : 1991.

Upotrijebljena hranljiva podloga: Trypton - yeast glucose-monohydrate agar,
s 0,1% dodatkom obranog mlijeka u prahu (firma BIOLIFE).

Inkubacija: 72 sata (30°C).
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Upravljanje BactoScanom

Analize i svakodnevno provjeravanje djelovanja BactoScana se odvijalo u
skladu s naputcima proizvoda¢ke opreme i automatski su kontrolirane vlastitim

kontrolnim programom (kontrola pritiska, kemikalija, usmjeravanje mikroskopa,
upotreba upravija¢a uzorka). Prije pocdetka analize uzorci su bili zagrijani do 40°C.

Statistil

Obe metode su usporedene regresijskom analizom (program Quattro).
Odredena je i to¢nost (komparabilnost sa standardnom metodom), ponovljivost
metode i granica detekcije instrumentalne metode.

Statisticka obrada rezultata analititkin determinanti provedena IDF stan-
dardom 128:1988.

Analizom BactoScanom prema naputcima proizvodaéa opreme, testiran je
utjecaj prethodnog uzorka na toénost rezultata uzorka koji mu slijedi.

Prije statisticke obrade podataka sve su analiticki odredene vrijednosti
pretvorene u logaritamske vrijednosti.

Rezultati i diskusija

Uspjesnost konverzijske pretvorbe dokazana je izrac¢unavanjem standardne
devijacije razlika izmedu rezultata klasi¢ne metode brojanja kolonija na plo¢ama
i konverzijom odredenog broja kolonija na ploéama te konverzijom odredenog broja
kolonija BactoScanom. Utvrdene vrijednosti standardne devijacije (s,) bile su nize
od 0,4 log jedinica sto predstavlja gornju dozvoljenu granicu specifikacije
proizvodada instrumenata.

U tabeli 1. navedene su standardne devijacije razlika (s;), s obzirom na klase
po kojima se ocijenjuje bakteriolodka kakvoéa mlijeka u Sloveniji.

Tabela 1. Standardna devijacija razlika (sj) prosjecnih vriijjednosti () ukupnog broja
bakterija/ml milijeka (UBB/ml) u pojedinim klasama kvalitete

Table 1 The standard deviation of differences (s,) for different classes and their mean
number (k) of CFU/mI

Klasa Raspon (UBB/ml) sy(log) x(UBB/ml)
Class Class limit (CFU/ml) X(CFU/ml)
E do 50.000 0,36 11.376
I 50.001 - 100.000 0,26 59.566
Il 100.001 - 400.000 0,24 164.059
i 400.001 - 800.000 0,31 518.800
1\ 800.001 - 3.000.000 0,24 1.671.090
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Rezultati prosjeéno 93% uzoraka mlijeka odredeni metodom brojanja
mikroorganizama na plo¢i i metodom BactoScan razvrstani su u istu ili visu klasu.

Povezanost instrumentalne metode direktnog brojanja bakterija u milijeku s
BactoScanom i klasi¢nom referentnom metodom brojanja kolonija na ploéama
ustanovijena je metodom regresijske analize.

Ukupno 701 uzorak mlijeka uzet je iz redovite kontrole namijenjene plac¢anju
mlijeka po kakvodi.

Mikrobiologka vrijednost je bila u okviru razreda na osnovi kojih se u Sloveniji
miijeko placa tj. u rasponu manje od 10.000 mikroorganizama/mi miijeka do preko
3 milijuna mikroorganizama/ml mlijeka. (Sluzbeni list RS br. 72/93). Pojedine klase
su bile zastupljene s priblizno jednakim brojem uzoraka.

Regresijska veza izmedu metoda se moze prikazati slijede¢om jednadzbom:

y=0916 x + 0,714

Kao neovisnu seriju podataka (os x) uzeli smo u obzir rezultate metode
brojanja kolonija na plo¢ama (broj mikroorganizama/ml mlijeka) i instrumentaine
metode BactoScan (BSC impulsi/ml) kao ovisnu seriju podataka (os y).

Na slici 1. prikazana je regresijska krivulja povezanosti testiranih metoda.

Slika 1: Regresijska krivulja
Fig. 1: Regresslon curve
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Podaci regresijske analize su navedeni u tabeli 2.

Tabela 2. Podaci regresije
Table 2. Regression analysis

— Broj zavisnih podataka, n

Number of observation, n 701
— Konstanta regresijskog pravca, a

Constant of regression, a 0,714
— Koeficijent regresije, b

Regression coefficient, b : 0,916
— Koeficijent determinacije, r#

Determination coefficient, r2 0,909
— Kogeficijent korelacije, r

Correlation coefficient, r 0,953
— Standardna greska ocjene, s,

Standard error of estimation, Sy 0,264

Uska povezanost ocijenjena je koeficijentom korelacije (r) koji je iznosio 0,953.
Do sliénih rezultata su dosli i neki drugi autori:

Grappin (1985.) r = 0,841, Saarinen (1984.) r = 0,93, Kielwein
(1981.) r = 0,91, Winterer (1983.) r = 0,787, Bonato (1990.) r = 0,916,
Zangerl (1992.) r = 0,81.

Uzroci tih razlika mogu biti i stariji tipovi instrumenata BactoScan, koji
jednostavno ne mogu zajaméiti kakvocu analitickih determinanti kao sto to moze
trec¢a generacija, tj. BactoScan 8000. Ti instrumenti sprije€avaju greske u radu
vlastitim kontrolnim programima (kontrolni software) i omogucéavaju veéu preciznost
pri mjerenju.

Standardna pogreska ocjenjivanja (sw), ili standardna devijacija regresije
predstavija toénost metode BactoScana a iznosila je 0,264 (log BSC impulsa/ml)
Sto se slaZze s podacima navedenim u literaturi: Dasen (1991, s/, = 0,303,
Bonato s/, = 0,262, Suhren (1992)s,, = 0,30, Andersson s , = 0,25.

lzra¢unavanjem granice pouzdanosti moZe se utvrditi toéna ocjena
povezanosti obiju metoda pomodu linearne regresije. Na$ rezultat je uz 95%
vierojatnosti (P = 0,95) u granicama * 0,517 log BSC impulsa/ml. Do sli¢cnog
zakljuka su dosli takoder i Bonato (1990.) i Dasen (1991.) + 0,542.

Ponovljivost metode BactoScan smo utvrdili provodedi 20 uzastopnih mjerenja
istog uzorka.

Rezultati o razli¢itoj kontaminaciji uzoraka mlijeka su prikazani u tabeli 3.
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Tabela 3. Ponovijivost (s,) instrumentalne metode BactoScan
Table 3. Repeatability (s,) of the BactoScan estimation

BSC impulsi/mil BSC impulsi/ml KV (%)
obim prosjek s (log)
BSC impulses/ml BSC impulses/ml d CV (%)
Level mean value
< 100.000 24.500 0,107 27,69
< 225.000 151.200 0,052 11,96
< 920.000 826.100 0,027 6,19
< 1.700.000 1.077.100 0,023 5,12
> 1.700.000 6.677.300 0,022 5,14

Utvrdena je vrlo dobra ponovljivost u skladu s tehni¢kom specifikacijom
instrumenta koju navodi i proizvoda¢ opreme s, = 0,05 - 0,10 log jedinica kao i
neki drugi autori (Nieuwenhof, 1988.; s. = 0,03 log jedinica).

Kontrola utjecaja prethodnog uzorka na to&nost rezultata uzorka koji slijedi
tzv. “carry over check” omogucava to¢nost analitickog odredivanja.

Prilikom visekratnog ponavljanja u najmanje 10 uzoraka miijeka ustanovljen
je malen utjecaj, do 0,1%. Dasen i suradnici su 1991. na 33 uzorka ustanovili
utjecaj manji od 0,16%.

Instrument utvrdenu vrijednost manju od 1% automatski uzima u obzir kao
korekciju prilikom interpretacije rezultata.

Zakljudak

Na temelju testa primjerenosti automatske epifluorescentne mikroskopije
instrumentom BactoScan 8000 moze se utvrditi:
— dobru usporedljivost metode epifluorescentne mikroskopije direktnog brojanja
bakterija s klasi¢énom referentnom metodom brojanja kolonija na plo¢ama,
— dobru toénost metode s yx = 0,264 (log BSC impulsa/ml),
— dobru ponovijivost rezultata analiza s, = 0,02 - 0,05 (log BSC impulsa/mi),
— osiguranu kvalitetu rada prilikom upravijanja instrumentom sto omogucava
to¢an rezultat,
— da je upotreba metode BactoScan primjerena za odredivanje bakterioloske
kakvoce mlijeka u svrhu njegovog placanja u okviru razreda kakvoce mlijeka
koji vrijede u Republici Sloveniji.

STUDY OF AUTOMATED EPIFLUORESCENT MICROSCOPY FOR
EVALUATION OF RAW MILK BACTERIOLOGICAL QUALITY

Summary

The applicability of BactoScan 8000, instrument for automated total bacteria
count determination was tested as method of evaluation raw milk if supplier’s price
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was dependent on hygienic quality. The BactoScan estimates were compared to
colonies number determined using standard plate count method (IDF Standard
100 B : 1991). After logarithms transformation, between BactoScan (y) and CFU
method (x) the regression equation y = 0.916 x + 0.714 and the residual standard
deviation s ,, = 0.26 log units were calculated. The correlation coeficient between
two methods was 0.95 (n = 701). The repeatability of the instrument (precission,
s,) at different impulse levels varied from 0.02 log units to 0.11 log units when
colonies’ number was < 100,000 CFU/mI. The established limit of detection for P
= 0.95 was t 0.517 log BSC impulses/ml.

Key words: automated epifluorescent microscopy, BactoScan 8000, raw milk, total
bacterial count, payment of milk.
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