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O s n o v n a bakter io loška anal i t ika u kontroli higijenske 
kvalitete mli jeka i mlječnih proizvoda 

(nastavak) 

Pr i l ikom uz imanja uzorka , kako na mjestu proizvodnje odnosno prodaje, 
tako i u laborator i ju , ml i jeko moramo-pre thodno dobro promiješat i . Od kolike 
je to važnost i za dobivanje ' i spravnih i s tvarn ih rezu l ta ta izvršenog ispi t ivanja 
mlijeka, najbolje će n a m i lus t r i ra t i ovi podaci: 

Koncentracija bakterija i mlječne masti u površinskom sloju mlijeka 

Starost Temperatura Bakterija Postotak 
mlijeka držanja u 1 ml masti 

Promiješano mlijeko, svježe 10,0° C 53.000 5,0 
Površinski sloj mlijeka, nakon 1 sat 10,0°C 108.000 7,7 
Površinski sloj mlijeka, nakon 2 sata 10,0°C 167.000 15,3 
Površinski sloji mlijeka, nakon 5 sati 10,0° C 262.000 16,4 
Ponovno promiješano 

mlijeko, nakon 6 sati 10,0°C 53.000 5,0 

Podlaci đia američke l i terature: 

Ukoliko 'mlijeko dulje miruje , kapljice masti, zbog toga što s u specifički 
naj lakši sas tavn i dio mli jeka, u sve većoj mjer i nakupl ja ju se u površ inskom 
sloju, noseći sa sobom bakter i je . P r e m a tome, što je uzorak uzet bl iže površ in
skom sloju nepromi ješanog mlijeka, to će i broj bak te r i j a u t akvom »uzorku« 
bi t i veći, odnosno u ob ra tnom slučaju manji . 

Uzorke mli jeka uz imamo u posebne ster i lne boce za uzimanje uzoraka, 
koje po tom čepimo s ter i ln im gumenim il i ub rušen im s tak len im čepom, ili 
zatvaramo! nekoroz ivn im meta ln im za tvaračem na vijak. Ako- se r a d i o maloj 
količini, najbol j i je u z o r a k — originalno napun jena i za tvorena boca s mli je
kom, v rhn jem, jogur tom i si. 

O nač inu uzimanja uzoraka, kao i o svim ostalim pojedinost ima u vezi 
s t ime, postoji kod n a s s lužbeni propis, koji je Savezni san i ta rn i i n spek to ra t 
izdao pod br . 977 od 26. VII I 1957. i naslovom: »Obavezno upu t s tvo ( ins t ruk
cija) o pos tupku organa san i t a rne inspekcije pr i l ikom uz imanja uzoraka živ. 
namirnica! za anal izu«. -

Takođe r j e od p r e s u d n e važnosti za ispravnost rezul ta ta , da ml i jeko odmah 
po uz imanju uzo rka ohladimo na temp, od Oi—04,5°C i t ako ohlađeno^ ša l jemo u 

* prije Centralna higijenski zavod u Zagrebu 



laboratori j n a pre t ragu . To je naročito po t rebno učinit i u toplo godišnje doba, 
kada je t e m p e r a t u r a okoline visoka. Ukoliko ne možemo odmah izvrš ' t i ana
lizu, uzorak mli jeka čuvamo u laborator i jskom hladioniku na temp, do 4,5¾, 
i t o kroz najdul je 24 sata. 

Uzorak ' miješamo ili homogeniziramo u laborator i ju pred s amu bakter io
lošku p r e t r a g u tako, da rukom uhva t imo grl ić boce u kojoj se nailazi mlijeko 
(palcem pr i t i snemo čep odnosno zatvarač) i 25 p u t a brzo okrenemo bocu u 
smjeru: dno gore — grlić dolje i obrnuto . Nakon toga s ter i lnom pipetom od 1 
ml navučemo i prenesemo na steri lan nač in (opaljujući na p l amenu grlić 

boce i otvor epruvete) 1 ml tako homogeniz i ranog mli jeka u već p r ip reml je 
n u epruve tu s 9 ml fiziološke otopine. P ipe tu za t im odbacimo u ci l indar s 
dezinfekcionom tekućinom. Osnovno je pravi lo, d a kod toga p ipe tu ne smijemo 
uroni t i u otopinu, već vršak pipete, pr is lonjen uz s t i jenku epruve te moramo 
postavi t i p o v r h nje. U prot ivnom slučaju, količina preni je tog mli jeka neće 
iznositi t a č n o 1 ml, već će bit i nešto veća;, j e r je u otopinu za pravl jenje raz
r jeđenja dospjelo i mlijeko, koje se nalazi na vanjskoj strani, p ipete . To na ro 
čito dolazi do izražaja kod viskoznijih tekućina , popu t vrhnja , sladoleda, jo
gur t a i si. 

Ujednačavanje (homogeniziranje) p rvog decimalnog razr jeđenja mli jeka 
izvodimo n a t a j način, da ga u novu pipetu od 1 ml uvlačimo i ispuhujemo dva
desetak puta , pomičući pr i tom pipetu od v r h a p r e m a dnu epruve te i nazad. 
Kod toga pazimo, da nam razri jeđeno ml i jeko ne prelazi gornju, početnu ka l i -

bracionu oznaku pipete. Navučemo tada u p ipe tu 1 ml deseteros t ruko raz r i 
jeđenog ml i j eka (1:10) i p renesemo ga u sl i jedeću ep ruve tu s 9 ml fiziološke 
otopine, ne uranjajući vršak pipete u otopinu. 

Upot rebl jenu p:'petu odbacimo i s novom pipe tom od 1 ml, na već opisani 
način, u jednač imo u epruvet i ovo s tos t ruko razr i jeđeno mli jeko (1:100) i odat le 

p renesemo na jpr i je 1 ml u epruve tu s 9 ml fiziološke otopine, a zat im 1 ml 
u p r aznu s ter i lnu Petr i jevu zdjelicu. 

Pošto' smoi na isti način ujednačil i i posljednje p redv iđeno razr jeđenje 
ml i jeka (1:1.000) i prenijel i 1 ml u p reos ta lu p r a z n u Pe t r i j evu zdjelicu ostaje 
n a m još, da u obje zdjelice nal i jemo h ran j ivu podlogu. Zbog toga ohladimo u 
vodenoj kupel j i otopljeni laktoza agar na 43—45°C, otčepimo i opal imo na p la 
m e n u grlić boce i, d rugom rukom, odignemo na j ednom kra ju poklopac P e 
t r i j eve zdjelice samo toliko, da iz boce možemo ul i t i u zdjelicu 12—15 ml pod
loge. Zdjelicu odmah poklopimo i u ruci je l agano naginjemo u sv im pravc ima 

kružno, kako bi što bolje izmiješali h r an j ivu podlogu i razr i jeđeno mlijeko. 
P r i t om m o r a m o pripaziti , da nam se sadrž ina ne prel i je p reko r u b a zdjelice 
ili n a poklopac, j e r t ada moramo uzeti novu zdjelicu i ponovi t i pos tupak n a -
cjeplj ivanja za dotično, neuspjelo promi ješano razr jeđenje mli jeka. 

K a d a s m o u obje zdjelice dodali i izmiješali laktoza agar, ostavimo ih na 
h ladnoj horizontalnoj podlozi dok se u n j ima agar ne sk ru tne . P rav i lo je, da 
između p r i p r e m e prvog razrjeđenja i u l i jevanja agara u zdjelicu s posljednjim 
razrjeđenjem, mli jeka ne smije proteć i više od 20 minu ta . U prot ivnom, može 

već doći do umnažanja (dijeljenja) bak te r i j a u razr i jeđenom mlijeku, ko je 
stoji n a sobnoj t empera tu r i (!) u Pe t r i j ev im zdjelicama, i t ime do pogre
šnog rezu l ta ta o većem bro ju bak te r i j a u i sp i t ivanom uzorku. 



Pot rebno je i s taknut i , da je temeljito ujednačivanje svakog razrjeđenja 
ml i jeka v r lo važna operacija, kojoj se često ne pridaje dovoljno pažnje. Nije 
izlišno da s e podsjet imo, kako se bakter i jske stanice u mli jeku ne nalaze samo 
pojedinačno, već i povezane međusobno u krać im Di dužim n k o v i m a (lancima), 
odnosno n a k u p i n a m a različi tog dblLika. Stoga je i te kako nužno, da temelj i t im 
ujednačavanjem u što većoj mjer i razdvojimo bakter i je iz t akv ih nakup ina 
da bi n a m se u hranj ivoj podlozi svaka kolonija razvila iz j edne jedine bak te r i j 
ske stanice, a n e iz više njih. U pro t ivnom slučaju dobit ćemo manji broj kolo
nija, a t ime i niže vr i jednost i za broj bakter i ja , od onih s tvarnih . 

Inkubacija nacijepljenih podloga 
Pošto' se u Pe t r i j ev im zdjelicama laktoza agar, naci jepljen odabran im deci

maln im razr jeđenj ima mli jeka, sferu tnu-o p r e o k r e n e m o zdjelice tako, da n a m 
se đ h o s h ran j ivom podlogom nalazi okrenuto p rema gore, ä poklopac p r e m a 
dolje. U tom položaju uložimo ove zdjelice radi razvi janja bak te r i j a odnosno> 
njihovih koloni ja u i nkuba to r ( laboratori jski termostat) n a 35°C kroz 48 sat i . 
Dozvoljeno je ods tupanje od propisanog v remena inkubacije, i to najviše 
do ± 3 sa ta . 

Čitanje rezultata (brojenje kolonija) 
Nakon završene inkubaci je izvadimo sve zdjelice iz i nkuba to ra rad i b r o 

jen ja kolonija, koje t r eba izvrš i t i odmah. Ukoliko to ni je moguće t r eba zdjelice 
pohran i t i u h ladionik n a n e k o 5°C, najdul je kroz 24 sata. 

Broj imo sve kolonije bakter i ja , pa i one najsi tnije (na površini kao i u 
dubini agara), koje v id imo pros t im okom, odnosno s ručnom lupom malog p o 
većanja ( б х ) . Postoje i posebne nap rave za brojenje kolonija, tzv. brojači 
kolonija, kod koj ih se iznad ležišta za Pe t r i jevu zdjelicu (okrugla s tak lena ploča 
s uc r t anom k v a d r a t n o m cent imetarskom mrežom, koja pokr iva o tvor istog 
oblika) na laz i pomična lupa u veličini same zdjelice, a ispod o/tvora izvor 
svijetla (Quebec colony counter , Dr H a n n a y s colony count ing i l luminator i dr.). 

Ako n e m a m o ovakvih pomagala , o lakšat ćemo si brojenje kolonija na taj 
način, da olovkom za s tak lo povučemo preko sredine dna zdjelice nekoliko- p o 
teza, koj ima podi je l imo u k u p n u površ inu zdjelice na 4 ili 6 sektora. Radi boljeg 
uočavanja kolonija uk lon imo poklopac, a d n o zdjelice s otvorom ok renu t im 
p r e m a dolje .-stavimo na c r n u podlogu (crni karbon papi r ili si.). T in tom za 
s taklo obilježimo svaku izbrojenu koloniju, kako je ne bismo d v a p u t broj ili. 

Pr i je smo kazal i , da određivanje broja bakter i ja izvodimo ind i r ek tnom 
metodom agar ploča. Ovaj naz iv »agar ploča« potiče odatle, što s k r u t n u t i aga r 
u Petr i jevoj zdjelici zaista ima izgled ploče okruglog oblika. Za to i govorimo, 
da nam za brojenje p rvens tveno dolaze u obzir one ploče, na koj ima je p o 
raslo između 30 do 300 bak te r i j sk ih kolonija. No, ponekad se dešava, da se 
p reva r imo u proc jen i bak te r io loške kval i te te ispit ivanog uzorka i ne dobi jemo 
n i jednu ploču, na kojoj b i se broj kolonija nalazio u spomenu t im g ran icama . 

\Da b i smo znali kako ćemo postupi t i u t akv im i in im slučajevima iznijet 
ćemo neka od p rav i l a za iz računavanje broja kolonija, ko ja propisuju amer ičke 
»S tandardne me tode za ispitivali je mlječnih proizvoda«*, a koj ima se i m i 
s lužimo: . 

* American public health association: Standard methods for the examination 
of dairy products — Microbiological and chemical, loth edition, New York, 1953. 



1.00 Odabiranje razrjeđenja 
Za rutinska kontrolna ispitivanja nacijepi najmanje 2 ploče po uzorku, I 

odaberi decimalna razrjeđenja tako, da ukupan broj kolonija barem na jednoj 
ploči bude između 30 i 300. 

1.01 Odabiranje i brojenje ploča 
a) J e d n a p l o č a s 30—300 k o l o n i j a — Odaberi ploču s 30̂ —300 ko

lonija na kojoj nema »prekrivaca«1 (engleski: »spreaders«) (vidi 1.01, c). Izbroj sve 
kolonije uključivši' i one najsitnije (veličine vrha igle) na odabranoj ploči, pomnoži 
s upotrebljenim razrjeđenjem i izvijesti o ukupnom broju kolonija prema ovim 
pravilima (kao: »Standard Plate Count/ml«). Vidi u tablici, 1.02, uzorak br. 1001. 

b) O b j e p l o č e s 30'—300 k o l o n i j a . — Ako se u svakoj od dviju ploča 
nacijepljenih s 2 uzastopna decimalna razrjeđenja1 razvilo između 30 i 300 kolonija 
izbroj svaku ploču, pomnoži broj kolonija s1 upotrebljenim razrjeđenjem i izrazi 
kao aritmetičku sredinu, ukoliko veći broj nije dvaput veći od manjeg. U tom 
slučaju za konačan rezultat uzama se samoj manji broj i daje takav izvještaj. Vidi 
u tablici, 1.0¾ uzorke br. 1002 i 1003. 

c) P l o č e s ^ . » p r e k r i via č i m a« — Ako se na odabranoj ploči nalaze »pre
krivali« (vidi 1.04) izbroj kolonije na! odgovarajućem (reprezentativnom) dijelu ploče 
(vidi 1.03) samo onda, kada (1) su kolonije podjednako raspoređene na dijelu ploče 
bez »prekrivaca«, ii (2) ako »prekrivači« ne pokrivaju više od Vi ploče. 

d) N i j e d n a p l o č a is 30—300 k o l o n i j a — Ako nema nijedne ploče 
s 30—'300 kolonija, a 1 ili više ploča imaju1 više od 300 kolonija, uzmi onu ploču na 
kojoj je broj kolonija' najbliži broju 300, izbroj kolonije i izvijesti o rezultatu pre
ma uputama navedenim pod 1.03.- Vidi u tablici, 1.02, uzorke br. 1006 i 1010. 

e) S v e p l o č e s m a n j e o d 30 k o l o n i j a — Ako se na pločama sa 
svim nacijepljenim razrjeđenjima razvilo manje od 30 kolonija, zabilježi nađeni 
broj kolonija na najslabijem razrjeđanju (ukoliko se ne radi o slučajevima pod 
1.01, c, ili 1.01, f), a d rezultatu izvijesti ovako: »manje od 30 X odgovarajuće razrje
đenje«, tj . ako je najslabije razrjeđenje bilo 1:100 izvještava se kao: »manje od 
3.000« Kili < 3.000). Vidi u tablici, 1.02, uzorak br. 1007. 

f) L a b o r a t o r i j s k e n e z g o d e —• Ako ,sve ploče bilo- kojeg nacijeplje-
nog uzorka (1) ne pokazuju nijednu koloniju, ili (2) su sö »prekrivači« prekomjerno' 
razvili (vidi 1.01, c), ili (3) je poznato da su ploče onečišćene (inficirane), ili (4) one 
ne zadovoljavaju! zbog bilo kojeg drugog razloga treba kao rezultat izvijestiti: »la
boratorijska nezgoda«. Vidi u tablici, 1.02, uzorke br. 1008 i 1009. 

g) I z r a ž a v a n j e b r o j e v a — Pr i izražavanju brojeva upotrijebi samo 
prve dvije znamenke (vidi 1.05). Usporedi s primjerima u tablici 1.02. 

1.02 Primjeri za Izračunavanje broja bakterija u 1 ml (Standard Plate Counts/ml) 

Broj Broj kolonija Brojni Broj bakterija 
uzorka u razrjeđenjima omjer* u 1 ml kod 35°C** 

1:100 1:1.000 
1001 234 28 23.000 
1002 293 41 1,4 35.0OO 
1003 140 32 2,3 14.000 
1004 P*** 31 

2,3 
31.000 

1005 1365 P*** — 140.000 
1006 — i 355 — 360.000 
1007 18 — — ' < 3.000 
1008 0 0 — LN**** 
1009 p*** 5 — LN**** 
1010 325 25 — 33.000 

* Brojni omjer je omjer između većeg i manjeg broja kolonija, о kojem se 
mora voditi računa, kada ploče s oba uzastopna decimalna razrjeđenja imaju iz
među 30<—300 kolonija. 

** U originalu je taj broj izražen kao: »Standard Plate Count at 35°C«. 
*** »prekrivač« 
**** '»laboratorijska nezgoda« 



1.03 Izbro javan je ploča s više od 300 kolonija 
Kada broj kolonija znatno premašuje 300, broji kolonije na reprezentativnim 

dijelovima ploče na kojima su kolonije jednako raspoređene. 
Ako ima manje od 10 kolonija u 1 cm 2 ploče, izbroj kolonije u 13 takvih polja 

1, ukoliko su reprezentativna, odaberi 6 (ili 7) uzastopnih kvadrata položenih dija
gonalno preko ploče i б (ili 7) okomito na njih. Pritom treba pripaziti, da isti kvad
rat ne brojimo dvaput. Zbroj kolonija izbrojenih u 13 reprezentativnih kvadrata 
pomnožen s 5 daje broj kolonija po ploči. 

Ako ima više od 10 kolonija u 1 cm 2 ploče, izbroj kolonije u četiri takva 
reprezentativna kvadrata. Pomnoži dobivenu srednju vrijednost za 1 cm 2 s odgo
varajućim faktorom, da dobiješ broj kolonija na ploči. Budući da unutarnji pro
mjer Petrijeve zdjelice standardne veličine (100X15 mm) mjeri prosječno 91 mm, 
pomnoži srednju vrijednost broja kolonija u 1 cm 2 sa 65. 

1.04 Brojenje kolonija »prekrivača« 
Razlikujemo t r i raznovrsna tipa »iprekrivačkih« kolonija (engleski: »sprea-

ddng coloni.es«). 
Prvi tip je lanac kolonija, koje nijesu baš potpuno odvojene, a izgleda da 

nastaje uslijed razdvajanja bakterijskih nakupina prilikom miješanja agara s razri
jeđenim mlijekom. Ako postoji samo jedan takav lanac, broji ga kao jednu jedinu 
koloniju. Ako jedan ili više takvih lanaca polaze iz odvojenih žarišta (izvora), broji 

svako žarište kao jednu koloniju. Ne broji svaku, pojedinačnu koloniju u takvom 
lancu (ili lancima) kao odvojenu,, posebnu koloniju. 

Drugi tip j e »prekrivač«, koji se razvija u tankom' sloju vode između agara 
i dna zdjelice, dok <se treći tip razvija u tankom sloju vode uz gornju ivicu agara 
ili preko površine agara. Kada razrijeđeno mlijeko jednolično izmiješamo s hra
njivom podlogom, spomenuta bakterijska žarišta rijetko kada se razviju u »prekri-
vačke« kolonije. 

Ako »prekrivač« (ili »prekrivači«) pokriva preko 1/2 ploče, izvijesti o rezul
tatu kao:, »laboratorijska nezgoda« (vidi 1.01» c). 

1.05 Izražavanje brojeva 
Prilikom izvještavanja o broju bakterija uzmi u račun samo prve 2 znamenke 

(vidi 1.01 g) s time, da drugu znamenku povećaš na slijedeći veći broj, ako je treća 
znamenko^ 5, 6, 7, 8 ili 9, a ne promijeniš je, ako je treća znamenka manja od 5. 
Usporedi s primjerima u tablici, 1.02. 

Davanje izvještaja 
Pošto k o d nas ne postoje službeni propisi za bakter io loške anal i t ičke m e 

tode uobičajeno je , da se o b ro ju bakter i ja izvještava k a o : »broj bakter i ja u 1 
ml (ili 1 g)«, (bez obzira ko jom je metodom određen. Zbog bliže i tačnije infor
maci je p i smeni izvještaj o izvršenoj kvant i ta t ivnoj bakter iološkoj p re t r az i 
CHZa u Zagrebu formul i ra se ovako: »ukupan broj bakter i ja u 1 ml (1 g) — 
35°C/48h«. 

Nije n a m namje ra , da b a š ovu metodiku i način rada , p r ikazanu u č lanku, 
smat ramo najbol jom i najpreporučlj ' ivijom. Razumlj ivo je d a ona nije bez 
prigovora, j e r se i bak te r io loške anali t ičke metode s ta lno usavršava ju i p o 
boljšavaju. Najvažni je je od svega, da je ta anal i t ika u jednoj zemlji j ed in 
stvena, obavezna za s v e labora tor i je , je r se. samo tada mogu dobivat i ident ični 
•rezultati i donosit i p rav i ln i zaključci o aktuelnoj bakter iološkoj kval i te t i m l i 
jeka i ml ječnih p r e r a đ e v i n a u proizvodnji i p rometu . 

http://coloni.es�

