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SaZetak

Instrumentalna metoda protocne citometrije prihvacena je u Hrvatskoj
kao rutinska metoda procjenjivanja ukupnog broja bakterija u sirovom
mlijeku. U odnosu na referentnu metodu utvrdivanja ukupnog broja bakterija,
metoda protocne citometrije znacajno se razlikuje u iskazivanju rezultata.
Dosadasnja iskustva u primjeni protocne citometrije u mljekarskim
laboratorijima - detaljno su opisana. Istaknuti su principi rada, metodoloski
detalji i cimbenici koji utjecu na rezultate analiza. Da bismo sprijecili
nesukladnosti u tumacenju rezultata ukupnog broja bakterija u mlijeku,
objasnjena je transformacija rezultata procijenjenih protocnom citometrijom u
rezultate utvrdene referentnom metodom. Transformacija rezultata jedne u
drugu metodu, uvjetovana je hrvatskom legislativom.

Kljucne rijeci: ukupan broj bakterija, protocna citometrija, tocnost
metode, referentna metoda.

Uvod

Ukupnu kvalitetu sirovog mlijeka odreduju kemijski sastav i higijenska
kvaliteta. U procjeni higijenske kvalitete sirovog mlijeka dogovoreni su
parametri ukupnog broja bakterija 1 broja somatskih stanica. U zdravom
vimenu Zzivotinje mlijeko sadrzi zanemariv broj bakterija Sto se smatra
prirodnom bakterijskom populacijom (Mutukumira i sur., 1996.). Pravilnom
1 higijenski ispravnom muZznjom u proizvodnim uvjetima, mlijeko sadrzi u 1
mL izmedu 100 i1 5000 bakterija i manje od 250000 somatskih stanica
(Heeschen, 1996.; Desmasures 1 sur., 1997.). Suprotno, nehigijenskom
muznjom 1 nehigijenskim postupcima s mlijekom nakon muznje i u
slu¢ajevima bakterijske upale vimena, ukupan broj bakterija u mlijeku moze
biti i veéi od 10”/mL (Poutrel i sur., 1996.; Slaghuis, 1996.; Ariznabareta
i sur., 2002.). Bakterijska upala vimena, istovremeno, uzrokuje znacajno
povecanje broja somatskih stanica iznad fizioloSke granice, a nastaje zbog
imunoloskog odgovora organizma na upalni proces (Antunac i sur., 1997.). U
postizanju higijenskih standarda u proizvodnji, Cuvanju te pogodnostima
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mlijeka za preradu i1 proizvodnju visokokvalitetnih mlije¢nih proizvoda,
kontrola higijenske kvalitete mlijeka nije samo obveza, ve¢ je i nuZnost.

Za prosudivanje razine kontaminiranosti mlijeka bakterijama koriste se
razliCite direktne 1 indirektne bakterioloSske metode. Jedna od brzih, rutinskih
metoda u prosudivanju velikog broja uzoraka mlijeka je i1 automatizirana
metoda protocne citometrije. Svrha ovoga rada bila je prikazati karakteristike
instrumentalne metode protocne citometrije u odredivanju ukupnog broja
bakterija u sirovom mlijeku u odnosu na referentnu metodu.

Znacaj odredivanja higijenske kvalitete mlijeka

Svaka bakterijska kontaminacija mlijeka i broj somatskih stanica iznad
fizioloSke granice, mijenja kemijski sastav 1 fizikalna svojstva mlijeka
(Kitchen, 1981.; Muir, 1996.). Ovisno o veli¢ini nastalih promjena
proporcionalno se mijenjaju i tehnoloSke osobine i1 prehrambena vrijednost
mlijeka. Vecina zemalja ¢lanica IDF organizacije (Heeschen, 1996.; FIL-IDF
Bulletin, 348, 2000.) prosuduje higijensku kvalitetu mlijeka svrstavajuci
mlijeko u razli¢ite higijenske razrede radi formiranja cijene mlijeka.

Prema Pravilniku o kakvocéi svjezeg sirovog mlijeka (N.N. 102/2000.),
koji se u Republici Hrvatskoj primjenjuje od 1.1.2003., mlijeko svakog
proizvodaca takoder se procjenjuje na osnovu higijenske kvalitete. Za
svrstavanje mlijeka svakog pojedinog proizvodaca u higijenski razred, ekstra
(E), prvi (I), drugi (II) ili tre¢i (III), uzima se za broj somatskih stanica
geometrijska sredina rezultata analiza u posljednja tri mjeseca, a za ukupni
broj bakterija geometrijska sredina rezultata analiza u posljednja dva mjeseca.
U odnosu na Hrvatsku, pojedine europske drzave, svrstavaju¢i mlijeko u
ekstra razred, primjenjuju stroze kriterije. Svicarska, Belgija i Svedska,
primjerice, uz ukupni broj bakterija i broj somatskih stanica, dodatno
propisuju 1 prisutnost sporotvornih i koliformnih bakterija u mlijeku
(Bertilsson i sur., 1996.; Regula i sur., 2002.; Rombaut i sur.; 2002.). Ne
primjenjuju ni jednake kriterije za svrstavanje mlijeka u odredeni higijenski
razred. Postoje razlike i u propisanoj ucestalosti analiza higijenske kvalitete
mlijeka (tablice 11 2).
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Tablica 1: Higijenski razredi za ukupni broj bakterija u sirovom mlijeku
(10°/mL)

Table 1: Hygienic criteria for total bacterial count (10°/mL)

Higijenski razredi
Dryava . Ucestalost
“av Quality classes analiza/mjesec
S Test frequency/month
E I I il quency

Hrvatska <80 <100 <400 >400 1
Austrija <50 50-100 >100 2
Argentina <25 25-50 50-100 100-150

Belgija <100 1-2

Danska <30 30-100 100-300 >300 4
Francuska <50 50-100 100-300 >300 3
Njemacka <100 100-400 >400 2
MadzZarska <100 100-300 300-800 800-1000 3
Svicarska <90 >1

Izvor: Modificirano prema Bulletin FIL-IDF (2000.) i Pravilniku o kakvoéi svjezeg sirovog mlijeka (2000.)

Tablica 2: Higjijenski razredi za broj somatskih stanica u sirovom mlijeku

(10°/mL)
Table 2: Hygienic criteria for somatic cell count (10°/mL)
Higijenski razredi
. . Ucestalost
DrZava Quality classes analizafmieses
Country E I I i Test frequency/month
Hrvatska <400 >400 <600 >600 2
Austrija <250 250-400 >400 2
Argentina <200 200-400 400-500 >500 3
Belgija <400 4
Danska <300 300-400 400-750 4
Francuska <50 <200 250-300 300-400
Njemacka <400 1
Madzarska <400 400-500 500-700 700-1000 3
Svicarska <350 >1

Izvor: Modificirano prema Bulletin FIL-IDF (2000.) i Pravilniku o kakvoéi svjezeg sirovog mlijeka (2000.)
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Metode utvrdivanja ukupnog broja bakterija u mlijeku

Utvrdivanje ukupnog broja bakterija u mlijeku utvrduju se direktnim ili
indirektnim metodama. Direktne metode su brojanje bakterija na cvrstom
hraniliStu 1 mikroskopske metode. Klasichom metodom i modifikacijama
klasi¢ne metode "plate-loop", "roll tube" i Petrifilm, utvrduje se broj kolonija.
Suprotno, mikroskopskim metodama - direktno brojanje bakterija pod
mikroskopom, DEFT (Direct epifluorescence filter technique), automatskom
epifluorescentnom mikroskopijom i proto¢nom citometrijom - utvrduju se
pojedinacni organizmi (Fernandez-Astorga 1 sur.1995.; Golc-Teger,
1995.; Reichmuth i sur., 1996.; Reybroeck, 1996.; Suhren 1 Walte,
1997.).

Metode za utvrdivanje bakterija u mlijeku Cesto se dijele 1 na
kvalitativne 1 kvantitativne. Kvalitativnim metodama dokazuje se samo
prisustvo odredenih bakterijskih vrsta, a direktnim kvantitativnim metodama
utvrduje se broj prisutnih bakterija. Za razliku od direktnih, indirektnim
kvantitativnim metodama prosuduje se broj bakterija na osnovi njihovih
metabolickih produkata. Prosudivanje broja bakterija utvrduje se najcesce
mjerenjem koli¢ine ATP-a, piruvata, enzima ili toksina (Waites, 1997.; Golc
—Teger,2001.; Samkuty isur., 2001.).

Klasi¢na metoda

Pojam klasicna metoda podrazumijeva prosudivanje broja bakterija na
standardnom C¢vrstom hranilisStu u Petrijevim zdjelicama nakon inkubacije
uzoraka na temperaturi od 30°C kroz 72 sata (FIL-IDF, 100B:1991.). Svaka
porasla kolonija mozZe se razviti ili iz pojedinacne bakterijske stanice ili iz
nakupine pojedinacnih bakterijskih stanica. Radi usporedivosti rezultata,
dogovorom je usvojeno da svaka kolonija predstavlja jednu bakterijsku
stanicu. Tako se broj bakterija u uzorku izraCunava na osnovi broja poraslih
kolonija prema formuli:

Y C

(n;+0,1xny)xd

N:

gdje je:

N = broj bakterija u mililitru ispitivanog uzorka

> C = suma svih poraslih kolonija na svim izbrojivim Petrijevim
zdjelicama

n; = broj Petrijevih zdjelica u prvom izbrojivom razrjedenju
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ny = broj Petrijevih zdjelica u drugom izbrojivom razrjedenju
d = prvo izbrojivo razrjedenje

Klasi¢cna metoda, u gotovo svim drZzavama, smatra se referentnom
metodom za odredivanje ukupnog broja bakterija u mlijeku 1 mlijecnim
proizvodima (Suhren 1 sur. 1992.; Suhren i Reichmuth, 2000.). Zbog
statusa referentne metode, klasi¢nom metodom procjenjuje se tocnost i svih
ostalih metoda za utvrdivanje ukupnog broja bakterija. Glavni nedostatci
klasicne metode su izrazito dugo vrijeme potrebno za dobivanje rezultata i
neprikladnost metode u analizi velikog broja uzoraka mlijeka.

Protocna citometrija
Metoda protocne citometrije koristi se u bakteriologiji od 1960. godine, a
prvi su je prihvatili imunolozi i citolozi. Prehrambenim mikrobiolozima
trebalo je mnogo viSe vremena za prihvacanje 1 primjenu ove metode (Steen,
2000.). Prva generacija instrumenata za rutinsko utvrdivanje ukupnog broja
bakterija u mlijeku primjenjuje se od 1980. a treca od 2000. godine. Princip
rada instrumenata baziranih na metodi protocne citometrije zasniva se na:
a) filtriranju uzorka mlijeka
b) mijesSanju filtriranog mlijeka sa specifiénim inkubacijskim reagensom
(pufer, enzim, boja) pomocu kojega se iz mlijeka izdvajaju sve
komponente osim bakterijskih stanica
c) proticanju uzorka u obliku tanke niti kroz cijev koju osvjetljava
laserski izvor svjetlosti
d) fluorescenciji  deoksiribonukleinske kiseline (DNK) obojenih
bakterijskih stanica
e) detektorskom ocitavanju fluorescentnih svjetlosnih impulsa
f) na osnovu jednadzbe linearne regresije ukupnog izraCunatog broja
bakterija u mlijeku (slika 1).
Cijeli postupak je automatiziran pa je u jednom satu moguce analizirati
150 uzoraka (Suhren i Walte, 2000.; Bolzoni 1 sur., 2001.). Metoda je,
dakle, prikladna za analizu velikog broja uzoraka mlijeka. Prije pocetka
bakterioloSke analize mlijeka proto¢nom citometrijom, instrument se
kontrolira standardom poznate vrijednosti radi provjere gornjeg 1 donjeg praga
detekcije, stabilnosti instrumenta i utjecaja stabilnosti instrumenta na rezultat
sljedeceg uzorka. Prema specifikaciji proizvodaca potrebna je i slijepa proba
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Slika 1: Odredivanje ukupnog broja bakterija protocnom citometrijom

Figure 1: Total bacterial count estimated by flow cytometry

1. Mehanicko razbijanje svih komponenata mlijeka osim bakterija

2. Bojenje pojedinacnih bakterijskih stanica

3. Brojanje bakterijskih stanica u protoku i emitiranje crvenog svjetla
4. Registriranje svjetlosnog impulsa

5. Ispis rezultata na monitoru

Izvor: Materijali Foss Electric (2002.)

koja mora pokazivati manje od 3 detektirana impulsa. Mjerno podrucje
instrumenta iznosi od <10 impulsa do >70000 impulsa, Sto je izrazeno u
jedinici klasiéne metode 2900 do 32 milijjuna bakterija u 1 mL mlijeka
(Suhren 1 Walte, 2000.; Bolzoni i sur., 2001.).

Obojene bakterije u analiziranom wuzorku broje se kao impulsi i
predstavljaju pojedinacnu bakterijsku stanicu (eng. IBC-Indvidual Bacterial
Count). Prema medunarodnom standardu (FIL-IDF, 100B:1991.), ukupan broj
bakterija u mlijeku izraZzava se kao broj kolonija utvrden klasicnom metodom
(eng. CFU- Colony Forming Units). Zbog toga se, analizom linearne regresije,
rezultati ukupnog broja bakterija utvrdenih metodom protocne citometrije
preracunavaju u jedinicu klasi¢ne metode (Suhren i Walte, 2000.; Suhren
i sur., 2001.). Izrazavanje rezultata analize jedne metode u jedinicu druge
metode naziva se konverzija rezultata.
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Toclnost metode

Parametri kojima se u kvantitativnoj bakteriologiji izrazava toc¢nost
instrumentalne metode protoCne citometrije su  ponovljivost (1),
reproducibilnost (R) i standardna devijacija koeficijenta regresije (Syx )
(Golc-Teger, 2001.). Ponovljivost (r) oznacava analizu jednog uzorka
najmanje dva puta u nizu 1 mora iznositi od 0,05 do 0,08 logo.
Reproducibilnost (R) oznacava analizu istog uzorka na nekoliko instrumenata
u razliCitim laboratorijima zbog medusobne kontrole toc¢nosti. Dopusteno
odstupanje za ukupan broj bakterija je od 0,06 do 0,12 logjo. Standardna
devijacija koeficijenta regresije (Syx) oznacava odstupanje svake pojedine
analize od izracunate konverzijske vrijednosti i za cijelo mjerno podrucje mora
biti manja od 0,25 logo.

Metodom protocne citometrije ukupan broj bakterija utvrden u mlijeku
nije apsolutno tofan jer ni jedna metoda ne moze dati "potpunu sliku"
bakterioloske kvalitete (Suhren i Reichmuth, 2000.; Suhren 1 Walte,
2000.; Bolzoni i sur., 2001.; Suhren 1 sur., 2001.). Medutim, na osnovi
vlastitth (nepubliciranih rezultata) 1 iskustva drugih autora, jednom
zadovoljeni uvjeti metode osiguravaju njenu to¢nost i pouzdanost.

Konverzija rezultata

Za konverziju rezultata analiza ukupnog broja bakterija u mlijeku
utvrdenih metodom protocne citometrije u jedinicu klasicne metode, potrebno
je najprije provesti oko 2000 usporednih analiza mlijeka i jednom 1 drugom
metodom. Dobivene vrijednosti analiza koriste se za izracun koeficjenta
linearne regresije (y=bx+a) na temelju kojega se registrirani impulsi
pojedinacnih bakterijskih stanica transformiraju u broj kolonija. Impulsi
predstavljaju nezavisnu (X), a broj kolonija zavisnu varijablu (y). Iz rezultata
dobivenih metodom protocne citometrije (x), moguce je direktno izraCunati
vrijednost klasi¢cne metode (y). Dobivene rezultate analiza potrebno je prije
izraCunavanja logaritmirati (logjo) te izostaviti 1% najviSih i 1% najnizih
vrijednosti za oba parametra koji bi mogli negativno utjecati na konverziju
rezultata. Podrucje, godiSnje doba, pasmina, stadij i redoslijed laktacije,
hladenje, konzerviranje, uvjeti proizvodnje, ljudski faktor 1 drugi brojni
¢imbenici - utjeCu na bakterioloSku kvalitetu (Lunder i Brenne, 1996,
Suhren 1 Reichmuth 2000., Suhren 1 sur., 2001.). Zbog toga se osnovna
konverzija rezultata jedanput tjedno nadopunjuje rezultatima novih usporednih
analiza.
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Pogrjeske koje utjeCu na rezultat
Usprkos standardizaciji vecine bakterioloSkih metoda za utvrdivanje
ukupnog broja bakterija u mlijeku, niz ¢imbenika moze nepovoljno utjecati na
dobivene rezultate. Prema dostupnoj literaturi, o uzrocima koji mogu utjecati
na rezultat instrumentalne automatizirane metode protocne citometrije,
istrazivan je utjecaj somatskih stanica, stadija laktacije, konzervansa i
temperature hladnog ¢uvanja uzoraka.

Somatske stanice u fizioloskim granicama od 50-200000/mL ne utjecu na
rezultat bakterioloske analize utvrden metodom proto¢ne citometrije. Na
rezultat analiza negativno utjee jedino broj somatskih stanica >1
milijuna/mL, §to je potvrdeno polimyxinom B induciranim povecanjem broja
somatskih stanica u mlijeku zdravih Zivotinja (Suhren 1 Walte, 2000.).

Nespecificno povecanje ukupnog broja bakterija utvrdeno je samo
metodom protocne citometrije u pojedinacnim uzorcima mlijeka krava kasne
laktacije. Mlijeko krava kasne laktacije sadrzi specificne proteinske Cestice
koje se koncentriraju tijekom skladiStenja uzoraka, pa ih instrument detektira
kao bakterijske stanice. Povecanje ukupnog broja bakterija klasi¢nom
metodom za iste analizirane uzorke, nije utvrdeno (Zangerl i sur., 1992.).

Standardni konzervans, koji se koristi u konzerviranju uzoraka mlijeka za
bakterioloske analize, je azidiol. KoriStenjem azidiola ne mijenja se kemijski
sastav, ni mikrobna populacija. Broj bakterija, naprotiv, moze se smanjiti ako
se mlijeko analizira drugog ili tre¢eg dana od dana uzimanja uzorka (Zangerl
i sur., 1992.). Suprotno tome, naSim su istrazivanjima utvrdene nesignifikantne
promjene broja bakterija u uzorcima mlijeka konzerviranih azidiolom i drzanih
na temperaturi od 4°C i1 20°C/12, 24, 48 1 72 sata (nepublicirani rezultati).
MjesSavina tekuce borne kiseline, koja se takoder koristi za konzerviranje, i
temperatura od 4-6°C za hladno cuvanje nekonzerviranih uzoraka mlijeka

nakon 24 i1 48 sati, nije utjecala na promjenu rezultata (Suhren i Walte,
2000.).

Rasprava
U vedini zemalja odredivanje ukupnog broja bakterija u sirovom mlijeku,
provodi se u prvom redu radi svrstavanja mlijeka u odredeni bakterioloski
razred, na osnovi kojega se korigiraju cijene mlijeka. Bakterije u sirovom
mlijeku, za potrebe vlastitog metabolizma, razgraduju pojedine 1i/ili
istovremeno viSe sastojaka mlijeka. Na taj na¢in umanjena je nutritivna
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i tehnoloska vrijednost mlijeka ili je, u ekstremnim slu€ajevima, sirovo
mlijeko u potpunosti neiskoristivo za daljnju preradu (Heeschen, 1996.).
Unutrasnjost vimena moZe biti znacajniji izvor bakterijske kontaminacije
mlijeka samo u sluc¢ajevima infekcije vimena. Bolesno vime sadrzi patogene
1985.; Slaghuis, 1996.). Direktno kao bakterijske stanice u mlijeCnim
proizvodima proizvedenim iz sirovog mlijeka, a indirektno kao termostabilni
organizmi, enzimi i/ili njihovi metabolicki produkti (npr. toksini) koji su
prisutni i u proizvodima iz pasteriziranog mlijeka (Hahn, 1996.; Pirhonen i
sur., 1996.; Sanaa 1 sur. 1996.; Regula i sur.,, 2002). Bakterioloska
kontaminacija mlijeka (s vanjskog dijela vimena i sisa, opreme za muZznju,
tankova za skladisStenje 1 hladenje, cisterni za prijevoz mlijeka i uvjeta tijekom
prijevoza) moze znacajno povecati ukupan broj bakterija i na taj nacin
umanjiti vrijednost "prirodno najsavrSenije hrane" (Slaghuis, 1996.;
Slaghuis i Jepsen, 2001.). Upravo zbog tih Cinjenica, ali i novo nastalih
gospodarskih promjena u Hrvatskoj, od 1. sijecnja 2003. godine primjenjuje se
sustav za utvrdivanje cijene sirovog mlijeka 1 na osnovi higijenske kvalitete.
Novi, u odnosu na prijasSnji sustav, propisuje ukupan broj bakterija i broj
somatskih stanica za osnovne parametre kvalitete. U praksi to znaci, da sirovo
mlijeko ne moZze biti svrstano u ekstra ili prvi razred samo zato jer sadrzi nat-
prosjecnu koli¢inu mlije¢ne masti 1 bjelancevina. Svrstavanje mlijeka u ekstra
ili prvi plativi razred ovisi ponajprije o ukupnom broju bakterija (pokazatelj
higijene proizvodnje) i broju somatskih stanica (pokazatelj zdravlja vimena).

Kontrolu kvalitete sirovog mlijeka u Hrvatskoj, za oko 65000
proizvodaca, provodi SrediSnji laboratorij u Krizevcima koji je u sastavu
Hrvatskog stoCarskog centra. Kvalitetu rada SrediSnjeg laboratorija u
izvodenju analiza kontrolira Referentni laboratorij Zavoda za mljekarstvo
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Oba laboratorija, radi
vjerodostojnosti rezultata, obvezno provode interne i eksterne kontrole
tocnosti rada instrumenata. Interna kontrola svakodnevno obuhvaca: slijepu
probu, kalibraciju instrumenata kontrolnim uzorcima, provjeru ponovljivosti
rezultata mjerenja, stabilnost mjerenja i mjerenje donjeg i gornjeg praga
detekcije. Eksterna kontrola podrazumijeva jedanput mjesecno utvrdivanje
podudarnosti rezultata analiza za iste uzorke mlijeka medu neovisnim
laboratorijima radi medusobne kontrole i "dogovorene to¢nosti" (Suhren i
Walte, 2000.; Bolzoni i sur., 2001.; Golc-Teger, 2001.).
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Hrvatska je upravo zbog velikog broja proizvodaca, za utvrdivanje
ukupnog broja bakterija u sirovom mlijeku, izabrala metodu protocne
citometrije. Novom generacijom instrumenata moZze se u jednom satu
analizirati 150 uzoraka mlijeka. Klasi¢cna metoda (FIL-IDF, 100B:1991.) - kao
standard i sluzbena metoda - koristi se za kontrolu to¢nosti, razinu odstupanja
rezultata, kalibraciju instrumenta i1 medulaboratorijske kontrole. Razlike
izmedu klasi¢éne 1 metode protocne citometrije je u izrazavanju rezultata.
Rezultati utvrdeni protocnom citometrijom izrazavaju se brojem pojedinacnih
bakterijskih stanica (eng. IBC-Indvidual Bacterial Count). Klasi¢nom
metodom utvrdeni rezultat predstavlja broj kolonija (eng. CFU-Colony
Forming Units). Zbog toga je potrebna konverzija rezultata u jedinicu klasi¢ne
metode, jer se tako dobiva podatak koji je danas opceprihvaceni standard za
odredivanje ukupnog broja bakterija u sirovom mlijeku (Suhren 1 sur.,
2001.). Medutim, kada se raspravlja o bakterioloskoj kvaliteti sirovog mlijeka,
vazno je naglasiti da se pojam bakterioloske kvalitete ne smije promatrati u
strogim okvirima odredenog rezultata. To¢nost rezultata odredena je brojnim
¢imbenicima koji u vec¢oj ili manjoj mjeri utjeCu na rezultat. Saznanja o
karakteristikama pojedinih bakterijskih  vrsta, njihovim medusobnim
antagonistickim ili sinergistickim odnosima, djelovanju na mlijeko ili pojedine
sastojke mlijeka, stalno se nadopunjuju, a ponekad i mijenjaju (Suhren 1
Reichmuth, 2000.). Tako se na osnovi uvijek novih saznanja prihvacaju i
dopunjuju svi medunarodni standardi kojima se u odredenim okvirima,
regulira bakterioloska kvaliteta vazna za sigurnost proizvoda i za zdravlje
potrosaca. Na isti nacin, za procjenu bakterioloske kvalitete mlijeka bilo
kojom od raspolozivih bakterioloskih metoda, dogovorno je usvojeno
iskazivanje rezultata u jedinci klasi¢ne metode 1 predstavlja tzv. "dogovorenu
tocnost".

DETERMINATION OF TOTAL BACTERIAL COUNT IN RAW
MILK BY FLOW CYTOMETRY

Summary

The automatic flow cytometry as routine method for total bacterial count
determination of raw ex-farm milk has recently been accepted in Croatia. This
method significantly differs from the reference method (Standard Plate Count)
mostly in the presentation of the results obtained. Therefore, this paper
summarized experiences in the application of flow cytometry in the dairy
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laboratories practice. The principle and the practice of the method,
methodological details and factors influencing the results were described. In
order to avoid problems regarding the interpretation of the results, which are
general problems of the quantitative microbiology, this article try to explain
an appropriate conversion of the results with regards to SPC/ml, as an official
method for the bacteriological quality proposal by the national legislation.

Key words: total bacterial count, flow cytometry, accuracy of the method,
reference method
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