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count of microorganisms in milk quality
control in the Czech Republic

Abstrakt

Vyvoj hygienickych rezimi dojeni a mastitidni l1écby
krav muize zménit druhové spektrum celkového poctu
mikroorganismii (CPM). To muiZe interferovat do vztahu
mezi referencni a rutinni metodou stanoveni CPM pfi kon-
trole kvality mléka. Cilem bylo pfepocist kalibra¢ni rovni-
ci transformace z bakteridlnich elektronickych impulsi
(BEI) prutocné cytometrie (IBC, Bentley) na vysledky re-
feren¢ni metody stanoveni CPM. Tato validace je vyznam-
nd pro vybér nejvhodnéjsi varianty rovnice podle vysledkil
referencni kultivacni metody (n = 1 651 part referenc¢nich
a rutinnich méfeni CPM). Data CPM a BEI byla pouzita
v puvodnich a logaritmicky transformovanych hodnotach.
Databaze byla korigovana ufiznutim dat a testy odlehlosti.
Provedeny byly zakladni statistické metody a linearni

regrese. Byla vypocétena sada relevantnich konverznich
rovnic podle praktickych laboratornich prostfedovych pod-
minek. Korela¢ni koeficienty (P<0,001) mezi metodami
byly: 0,872 pro vSechny hodnoty ptvodni; 0,911 pro hod-
noty logaritmicky transformované. Ufiznutim (<1000
a <500 tis.CFU/ml) dat klesla logicky tésnost téchto zavis-
losti a byly redukovany smérodatné odchylky primérného
rozdilu (sdD): z 350 (360 a 352) na 70 az 100 (98 az 104
a 73 az 77) tis. CFU/ml pro <1000 a <500 tis.CFU/ml. Testy
odlehlosti redukovaly sdD na 28 az 36 tis.CFU/ml. Hlavni
model linearni rovnice pro modifikaci pfistrojové trans-
formacni rovnice byl: log BEI x log CPM referencné
y = 1,0302x - 3,6565 (r = 0,859; P<0,001). Nové transfor-
macni rovnice jsou soucasti softwarového portfolia systé-
mu kontroly hygienické a zdravotni kvality mléka.

Klicova slova: kvalita syrového mléka, celkovy pocet
mikroorganismu, referencni kultivacni metoda, rutinni
pristrojova metoda, prito¢na cytometrie

Abstract

The development of milking hygiene regimes and masti-
tis therapy in dairy cows can change species spectrum of
total count of microorganisms (TCM). This can interfere
into relationship between reference and routine methods of
TCM determination in milk quality control. The aim was to
recalculate the transformation calibration equation from
bacterial electronic impulses (BEI) of flow cytometry
(IBC, Bentley) on reference method results of TCM deter-
mination. This validation is important for choice of most
suitable variant of equation according to reference cultiva-
tion method results (n = 1 651 pairs of reference and rou-
tine TCM measurements). The TCM and BEI data were
used in original values and also as logarithmically trans-
formed. Database was corrected by data cutting and outlier
tests. Basic statistic procedures and regression analysis
were performed. The set of relevant conversion equations
was calculated according to practice environmental condi-
tions. The correlations coefficients (P<0.001) between
methods were: 0.872 for all original values; 0.911 for log
transformed values. Data cutting (<1000 and <500
10° CFU/ml) logically reduced tightness of these depend-
encies and standard deviations (sdD) of mean differences
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as well: from 350 (360 and 352) to 70 up 100 (98 up 104
and 73 up 77) 10° CFU/ml for <1000 and <500 10° CFU/ml.
Outlier tests reduced sdD to 28 up 36 10° CFU/ml. The
main model of linear equation for modification of instru-
mental transformation equation was: log BEI x log TCM
reference y = 1.0302x - 3.6565 (r = 0.859; P<0.001). The
new transformation equations are part of software portfolio
of hygienic and health milk quality control.

Keywords: raw milk quality, total count of microorga-
nisms, reference cultivation method, routine instrumental
method, flow cytometry

Uvod

Jakost syrového mléka je dulezitym, ne-li nejvyznam-
néjsim, faktorem kvality naslednych mléénych vyrobkda.
Musi byt pravidelné kontrolovana, protoZe mléko, pro svij
vysoky obsah vody a Zivin, je idedlnim prostfedim pro
rozvoj mikroorganismd, a tudiZ od momentu nadojeni je
materidlem, ktery je vysoce ohroZen kazenim. Otazka jeho
uloZeni a transportu je proto citlivym technologickym pro-
cesem. Kvalita mléka ovliviiuje trvanlivost mléénych
vyrobkd. Dobra jakost syrového mléka vytvaii a zajistuje
provozni jistotu pro farmare (dobra farmarska cena), pro
zpracovatele mléka (prodejnost a trvanlivost mlécnych
vyrobkll) a podmiiiuje bezpecnost potravinového fetézce
s ohledem na konzumenty.

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganismi (CPM) je
hlavnim hygienickym ukazatelem kvality syrového mléka.
V ptipadé EU je urceno, Ze standardni syrové kravské
mléko miiZe obsahovat (pfi 30 °C kultivace) < 100 x 10°
KTJxml™. V praxi se CPM obvykle stanovuje kultiva¢nimi
mikrobiologickymi metodami nebo jako CPM vcetné
mrtvych baktérii na zafizeni priitoéného cytometru.

Vychozi norma je CSN EN ISO 4833-1 Mikrobiologie
potravinového fetézce - Horizontilni metoda pro stanoveni
poétu mikroorganismi - Cést 1: Technika pielivem
a pocitani kolonii vykultivovanych pfi 30 °C. Vzorek nebo
jeho fedéni se peclivé promicha pipetou (opakovanym
nasavanim) nebo 25nasobnym prevracenim vzorkovnice
nebo zkumavky. Ockuje se sterilni pipetou po 1 ml
zkouseného vzorku 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 kvasni¢nim
extraktem (GTK, Milcom), ktery je pfedem vychlazeny na
45 °C ve vodni lazni, a po utuhnuti média jsou misky
inkubovany dnem vzhtru pii 30 °C po dobu 72 + 3 h. Po
kultivaci jsou hodnoceny misky, které obsahuji pocet
kolonii 10 - 300 v 1 ml.

DalSim zptiisobem je nepfimé stanoveni CPM metodou
pratoéné cytometrie. Ta miva Casto automatickou formu
v provedeni riznych vyrobct (IBC a Bactocount, Bentley
Instruments; Bactoscan, Foss Electric; atd.). Fluoro-opto-
elektronickd metoda pratocné cytometrie (FC) pro
stanoveni CPM musi byt kalibrovana na velkych souborech
vysledku referen¢ni kultivacni plotnové metody. Nejdfive
se specifickou enzymatickou hydrolyzou a centrifugaci

v gradientu (mechanicky) odstrani ze vzorku tukové
kulicky a somatické buiiky, aby nevytvarely interferencni
efekty. Bakteridlni butika je za podminek metody obarvena
barvivem (nejcastéji akridinoranz). Burika po osvétleni
emituje specifické zareni, které je osciloskopicky registro-
vano jako elektronicky impuls, tedy mikrob. Proud vzorku
tece v laminarnim proudu pufrovacich roztoka pod fluoro-
optickym mikroskopem. Vysledky bakteridlnich elektro-
nickych impulst (BEI) se prepocitavaji faktory nebo
rovnicemi na vysledky kultivaénich metod, tedy na pocet
mikroorganismil (kolonie formujicich (tvoficich) jednotek,
KTJ) v 1 ml mléka. Pro syrové mléko byvaji tfeba speci-
fické kalibrace na razné biologické druhy mléka
(TOMASKA et al., 2006). Diive se, se stejnym principem,
vyuzivala i metoda stanoveni CPM v nekone¢ném pasu
vzorkového filmu na rotujicim disku.

V principu tedy tyto metody nepfimého stanoveni CPM
museji byt kalibrovany pifepoctovou rovnici na hodnoty
vySe popsané metody referencni, tedy kultivacni (plot-
nové), i kdyz jsou zndmy rovnéZ systémy mikrobiologic-
kého hodnoceni kvality syrového mléka podle kvantity
elektronickych impulsi vzorku (bez kalibrace na pifimou
metodu), kde je kontrolovan jejich pocet na zvlastnich
vzorcich a rovnéz opakovatelnost stanoveni poctu BEL
Otazkami kalibrace, pfepoctu a sjednoceni vysledki CPM
z metod pfimych na nepifimé se zabyvala fada autort:
SUHREN a WALTE, 1998, 2001; CSN EN ISO 4833-1,
1999; SUHREN a REICHMUTH, 2000; SUHREN et al.,
2000, 2001; NINANE et al., 2000; BOLZONI et al., 2000,
2001; TOMASKA et al., 2006.

Vyvoj hygienickych rezimt dojeni a mastitidni 1écby krav
mize zménit druhové spektrum celkového poctu mikroor-
ganismd (CPM). To miZe interferovat do vztahu mezi refe-
ren¢ni a rutinni metodou stanoveni CPM pii kontrole kvality
mléka. Cilem bylo prepocist kalibracni rovnici transformace
z bakteridlnich elektronickych impulsi (BEI) pritocné
cytometrie na vysledky referen¢ni metody stanoveni CPM.

Material a metody

Byl vytvoren soubor (2015) pristrojovych (nepfima ruti-
nni metoda; IBC FC (flow cytometry) Bentley Instruments,
Chaska, Minnesota, USA) a referen¢nich dat (RE, kulti-
vacni metoda podle CSN EN ISO 4833-1 a EN ISO 4833,
klasika) o zastoupeni celkového poctu mezofilnich
mikroorganismil (CPM v CFU (colony forming unit) v 1 ml
mléka) v syrovém kravském mléce v laboratotich kontroly
kvality mléka (CMSCH, LRM Brno-Tufany a LRM
Bustéhrad). Metoda IBC je jiz dva roky povaZovana za
nepfimou, ale ekvivalentni referencni metodé ve smyslu
EN-ISO 4833-1: 2013 a EN-ISO 4833-2: 2013. Pri
stanoveni CPM bylo postupovano podle relevantnich stan-
dardnich operac¢nich postupi (SOP, vcetné ptivodni trans-
formacni rovnice) akreditovanych laboratofi, manuélu
vyrobce (IBC Bentley) a pfislusné normy (STN 57 0539;
EN ISO 16140). Referencné byl stanoven CPM podle CSN
EN ISO 4833-1.
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Soubor zahrnoval celkem 1 651 vysledkti parovych
vySetteni CPM na identickych vzorcich syrového
kravského mléka obéma metodami (CPM pro IBC a RE -
kultivacné (klasika)). Byl zpracovan ve 2 laboratorich na
4 pristrojich IBC. V laboratorich vzniklo 848 a 803 kom-
pletnich parovych vzorkovych vySetteni CPM a po pfistro-
jich se pohyboval pocet parovych vySetfeni od 282, pres
285 a 518, do 566. Podle uvedenych kritérii byl pak soubor
dat rozdélen a sumarné a oddélené zpracovavan. Kalen-
darni mésice byly, jako tridici faktor a jako metodické
kritérium pro vérohodnost vysledkii mikrobiologickych
analytickych metod, z logickych divodi, zamitnuty (pied-
poklad, Ze konzistentni analytickd metoda nevykazuje
zavislost vérohodnosti vysledkil na jakékoliv sezoné).

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno (MS Excel,
Microsoft, Redmond, USA) metodami vyc¢isleni zaklad-
nich statistickych parametrd mléénych ukazatelti (n = pocet
pripadt, x = prumér aritmeticky, xg = primér geometricky,
sx v = smérodatna odchylka, vx v = variacni koeficient (%),
min = minimum, max = maximum, m = median, t = hod-
nota testovaciho kritéria parového t-testu) a metodou
line4rni regrese (koeficient determinace (R?) a koeficient
korelace (r).

Ponévadz u vysledkti CPM a poctu somatickych bunék
nelze ocekavat normalni frekvencni distribuci dat (ALI a
SHOOK, 1980; SHOOK, 1982; RENEAU, 1986; HANUS
etal., 2007, 2009, 2011; JANU et al., 2007), byla piislu$na
data logaritmicky transformovéna (log10). Uvedené vedlo i
k vycisleni geometrickych primért. Ze stejnych duvoda
bylo také provedeno oSetfeni datovych soubort testy
odlehlosti a ufiznutim dat. Ufiznuti dat bylo, ve vazbé na
normy kvality mléka a analytické mikrobiologické
poZzadavky, provedeno empiricky na hodnotich
CPM <1 000 a 500 10* CFU.ml" (tis. CFU v 1 ml mléka,
tis.CFU/ml). Ze stejnych diivoda byl pouZit Grubbslv test
odlehlosti vysledkd (na konvencni hladiné pravdépodob-
nosti 95 % konfidencniho intervalu). Zatimco ufiznuti dat
bylo aplikovano k redukci n a sjednoceni s legislativou
u souborti na hodnoty kultivacnich referenénich vysledka
CPM, test odlehlosti byl zaméfen na distribuce soubort dat
pro rozdily mezi hodnotami metod na parovych vzorcich.

Vysledky a diskuse

Hodnoceni za cely soubor umoZnovalo vybér jedné
transformacni rovnice. Méné vhodnou variantou by byly
pristrojové specifické rovnice. Bylo provedeno hodnoceni
celkem bez selekce a s omezenim dat ufiznutim (<1000
a <500 tis.CFU/ml; vSe A) stejné¢ jako s vyloucenim
odlehlych hodnot prili§ velkych rozdild jak v pivodnich
(B) tak absolutnich hodnotach (C). Ve vét§iné hodnoceni A,
B a C jsou rozdily mezi aritmetickymi a geometrickymi
priméry CPM obou metod (IBC FC a RE) celkem podob-
né, jen u celkového hodnoceni A je rozdil geometrickych
prumérd CPM vyraznéji nizsi. VSechny rozdily mezi arit-
metickymi prameéry pro vSechny zptisoby oSetfeni dat jsou
vSak statisticky vyznamné (P<0,01 a P<0,001). V celkovém

hodnoceni A existuje vyrazné vyssi variabilita dat CPM neZ
v souborech redukovanych A, B a C, pfevazné o 100 %
a vice, v dusledku vysokych maximalnich hodnot (IBC
4 268 a RE 7 550 tis.CFU/ml). Maxima v redukovanych
souborech jsou vyrazné nizsi (3 020 tis.CFU/ml). S ohle-
dem na tuto skute¢nost a na hygienicky standardni limit
CPM 100 tis.CFU/ml (maximum pro standardni ml€ko), se
jevi redukované soubory A (<1000 a <500 tis.CFU/ml),
B a C jako logicky vhodnéjsi k naslednému prislusSnému
vybéru soubortt pro findlni derivace transformacnich
predikénich rovnic. Je celkové naznaceno, Ze prijeti
redukovanych souborti pro odvozeni nové transformacni
predikéni rovnice povede ke snizeni CPM stanovenych na
IBC CF priamérné o 10 az 15 tis.CFU/ml. Tento jev muze
byt vysledkem starsi predchozi rovnice, kdy za dobu jeji
aplikace (cca 10 rokl) mohlo dojit k posunu v druhové
skladbé CPM v terénu (chovech dojnic).

Celkové regresni vztahy naznacily vyznamné korelace
(P<0,001) mezi hodnotami metod (RE a IBC FC) pro
vsechna oSetfeni soubort. Pro celkovy soubor A je to 0,872
pro hodnoty plivodni a 0,911 pro hodnoty logaritmicky
transformované (P<0,001). Ufiznutim (A, (1000 a <500
tis.CFU/ml) dat soubord klesla logicky tésnost téchto
zavislosti pro hodnoty ptivodni i logaritmované, nicméné
vSechny vztahy jsou stale vyznamné (P<0,001). Je dtlezité,
Ze se, oproti celkovému hodnoceni, ufiznutim dat vyrazné
redukuje hodnota smérodatnych odchylek pramérné dife-
rence z hodnot kolem 350 (360 a 352) tis.CFU/ml na 70 aZ
100 (98 az 104 a 73 az 77) tis.CFU/ml pro A <1000 a <500
tis. CFU/ml. Naopak odcisténim soubort dat (B a C)
o odlehlé hodnoty rozdili logicky té€snost této zavislosti
roste. SoubéZzna relevantni redukce hodnot smérodatnych
odchylek primérné diference u oSetfeni B a C na hodnoty
28 az 36 tis.CFU/ml je sice zajimava, ale principidlné
umoznéna praveé zpusobem statistického oSetreni.

Jak vyplyva z vysledkt praci REICHMUTH et al. (1988)
a SUHREN et al. (1988), existuje i v mlékarské mikrobio-
logické analytice vliv vis maior. Jedna se o ob¢asny vyskyt
specifickych vzorka mléka, kterému nelze zabranit a které
jsou zdrojem vyraznych metodickych rozdild mezi CPM
derivovanym z BEI a CPM stanovenym klasicky. Na Obr. 1
je patrny soubor vysledktit BEI a CPM pouzity k derivaci
transformacni predikéni rovnice u zafizeni Bactoscan III.
Zatazeny byly zifejmé vSechny dosaZené hodnoty, nebot
jsou zietelné i znacné vysledkové disproporce mezi vysled-
ky srovnavanych metod. Jak Ize snadno odecist jeden piik-
lad za vSechny, ktery ovSem neni z kategorie téch
nejvyraznéjSich: - ve vodorovné linii od hodnoty
50 tis.CFU/ml pro CPM (osa y, pruimérné mléko) se vysky-
tuje cela fada instrumentalnich poloZek s riznou hodnotou
BEI, - podle prislusné transformacni rovnice bude této hod-
noté prisluset hodnota cca 150 BEI; - tedy hodnoté cca
150 BEI bude transformaci pfifazeno 50 tis.CFU/ml; - ve
svislé pfimce na drovni 150 BEI ovSem lezi $kala vysledka
CPM kultiva¢né od cca 2 tis.CFU/ml do 370 tis.CFU/ml,
- vSem témto hodnotaim CPM kultivacné (2 az 370 tis.
CFU/ml) bude pfifazena hodnota 50 tis.CFU/ml CPM
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bakteridlnich druhfi s riznymi naroky na kulti-
vacéni teploty, v dusledku specifickych hygienic-
kych rezimt dojeni, pfipadné 1écby krav, kterézto
efekty interferuji negativné do jinak vétSinou
pomérné tésného a pozitivniho vztahu pouzitych
metod stanoveni CPM. V tomto smyslu 1ze proto
opravnéné uvazovat, Ze zminénou ¢asovou zmeé-
nou zastoupeni bakterialnich druhia v CPM
a celkové mikrofléfe mléka, z naznacenych
divodi druht s rozdilnou afinitou ke kultivacni
teploté, v jistém smyslu driftuji casem i bazalni
hodnoty referencnich metod, kdy kultivaéni meto-
da muze poskytnout stejny vysledek CPM pfi
rozdilném zastoupeni celkové mikroflory mléka
a naopak. Je tedy timto i v mlékarské mikrobio-
logii potvrzeno Archimédovské réeni, Ze neexis-
tuje pevného bodu ve vesmiru. Samoziejmé, Ze od
roku 1988 doslo, i technickym vyvojem, ke
zlepseni citlivosti a vérohodnosti vysledka instru-

Obr. 1 Bactoscan lll: Vztah mezi vysledky Bactoscanové hodnoty
(ndpoctu, BEI) a ur¢enim poctu bakterialnich makrokolonii

v syrovém mléce (podle SUHREN et al., 1988).

Fig. 1 Bactoscan lll: Relationship between results of Bactoscan value
(BEI count) and determination of bacterial macrocolony count

in raw milk (according to SUHREN et al., 1988).

instrumentalné; - v maximech jsou patrny velké rozdily,
kde diference 50 tis.CFU/ml je relativné pomérné malym
Cislem; - v celém souboru (Obr. 1) lze rozkryt fadu
takovychto diferenci. Pfesto, z néjakého divodu, ztstaly
tyto zjevné rozdily v datovém souboru pro transformacni
rovnici zachovany. Autofi je tedy povazovali za reédlné
z diivodu ovéfeni spravnosti métfeni obou metod pro CPM
v danych konkrétnich pripadech. Je rovné€Z zndmo, Ze
akreditované mlécéné laboratore vykazuji nejistoty vysled-
kit méfeni CPM podle metod instrumentalnich a kulti-
vacnich béZzné€ od =15 do +30 aZ +35 % nad primérnymi
hodnotami vétSich souborti. Opakovatelnost klasické
mikrobiologické analytické metody pro CPM je pak bézné
+20 %, proto vySe uvedené zase tolik neprekvapuje. Ve
smyslu zminéného je pak striktné nezbytné provadét
srovnani vysledktt CPM laboratofi a metod pri jakychkoliv
komer¢nich sporech o kvalitu syrového mléka. Nékteré
zemé proto pristoupily ke kontrole kvality syrového mléka
piimo podle kvantity elektronickych impulsti (BEI) vzorku,
tedy bez kalibrace instrumentalni metody na pfimou kulti-
vaéni (referencni) metodu pomoci transformacni rovnice
CPM. Pro kontrolu BEI zde pak byly vyvinuty pro pfistro-
je i specifické mlécné standardy. Tyto metodické excesy se
samoziejmé vyskytnou i pfi pfijeti nové transformacni
rovnice pro IBC a tuto skutecnost je nutné brat jako fakt
a vyhnout se jeji praktické dramatizaci, néjakym nahrad-
nim metodickym opatfenim, jako tfeba opakovanim vzorki
a konsensualnim nahrazenim téchto necetnych (vyjimec-
nych) vysledkti hodnotami kultivacni metody (RE). Tento

Mo

fickou dynamikou ve vyvoji sloZzeni CPM, co do zastoupeni

mentdlnich mlékatskych mikrobiologickych
analyz, tzn. k omezeni frekvence vyskytu ta-
kovychto metodickych rozdild v CPM, oproti
jejich zaznamu na Obr. 1. Mezi jinymi byl napfik-
lad realizovan analyticko-technologicky pfechod
od daného principu ¢itani baktérii v nekonecném
pasu filmu na povrchu rotujiciho disku k jejich
¢itani v proudu pufrové kapaliny (flow cytometry), stejné
jako nékteré kroky v biochemické (napf. urcité enzyma-
tické osetfeni) a fyzikalni (napf. aplikace ultrazvuku)
predipravé baktérii ve vzorku mléka k vlastnimu citani
opticko-elektronickych impulst CPM. Nicméné, existence
vyskytu uritych specifickych vzorkt (s ohledem na vztah
k principim pouZzitych analytickych metod pro CPM)
mléka zlstala s nejvyssi pravdépodobnosti do jisté miry
zachovana.

Zcela zvlastni kapitolou feSeni kalibrace, resp. transforma-
ce BEI na CFU, u IBC nebo Bactoscanu versus referenc¢ni
kultiva¢ni metoda, je vyhodnoceni variability individualni
shody, resp. rozdili, méfeni CPM rtiznymi metodami. Tato
je u téchto mikrobiologickych metod relativné vyrazné
vys$$i, nez u méfeni chemickych slozek mléka referen-
¢nimi a nepfimymi metodami. Proto problém zasluhuje
specificky pfistup. Pfi hodnoceni celého souboru A
(n =1 651) ¢inila smérodatna odchylka primérného rozdilu
+360 tis.CFU/ml a byla tak velmi vysoka. Hodnoty varia-
bility diferenci primérného rozdilu podobné hodnoceni A
(n =1 651), pripadné i vyssi, 1ze odhadovat také z variabi-
lity dat na Obr. 1 (SUHREN et al., 1988). U redukovanych
soubort ufiznutim dat klasického CPM (A <1000 a <500
tis.CFU/ml; n = 1 579 a 1 543) klesla tato smérodatna
odchylka primérné diference mezi metodami na +104
a =77 tis.CFU/ml. I tak je to hodnota relativné vyssi. AZ
u redukovanych souborti dat testem odlehlosti na vlastni
velikost diference (B a C; n = 1 551 a 1 548) byl pokles
smérodatné odchylky primérné diference logicky jesté
vys§i na 35 a £36 tis.CFU/ml, a vykazoval relativné
zadouci rozmér. Uvedené znamena, Ze 67 % rozdila
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vysledki  CPM mezi metodami se Tab. 1 Model aplikace selektovanych validacnich rovnic ze soubort hodnot
pohybuje v oborech *35 a *36 puvodnich CPM i logaritmicky transformovanych pro hodnoceni A celkem,
tis.CFU/ml. Relativng, s ohledem na A (<500 tis.CFUJmi), A (<1 000 tis.CFU/mi) a B.

priimér CPM v systému kvality CR cca Tab. 1 Model of aplication of selected validation equations from data files
40 tis.CFU/ml je patrné, Ze se nejedna of original and log transformed TCM values for evaluation A in total,
A (<500 10°CFU/ml), A (<1 000 10°CFU/ml) and B.

o hodnotu zcela zanedbatelnou (cca

90 %) v pripadé feSeni pripadnych STAT n  Data Validaéni rovnice CPM model tis.CFU/ml
komerc¢nich spori o vysledky CPM. 10 40 100 500
U analyz chemického slozeni mléka | A - 1651 | piv | y=0,5913x+553948 61 79 115 351
(tuk, bilkoviny, laktéza, suSina A - 1651 | log | y=0,7363x+0,5763 21 57 112 366
tukuprostd, sudina celkovd) je takové | A | <500 | 1543 | piv | y=10264x+138671 24 | 55 17 527
Korespondujici, relativni vyjddfeni | A | <500 | 1543 | log | y=0,6699+0,6635 22 | 55 101 296
Varlablllty metodlck}'lch diferenci vici A <1000 1579 puv y=0,9968x+14,5011 24 54 114 513
8 oz oy A | <1000 | 1579 | log | y=0,687x+0,6416 21 55 104 313
praktickému priméru analytu na -
Grovni cea 1 a7 2. maximaln® 3 %. To B | Grubbs | 1551 puv | y=0,9801x+12,2801 22 51 110 502
’ ) B | Grubbs | 1551 log | y=0,6998x+0,6198 21 55 105 323

je zcela diametralni rozdil oproti =" — —l— : -
. . .1 . . (S = soubor; STAT = statistické oSetreni souboru; n = pocet pripadd; Data, piv = plvodni, log = logaritmovany.
mikrobiologickym metoddm. Nic- g fie; STAT = statistic treatment of file; n = number of cases; Data, pliv = original, log = logarithmic transformed.)

méng¢, takové jsou specifické vlastnosti
srovndvani vysledkd mikrobiologic-  Tab. 2 Vybrané kombinace linedrnich regresnich vztahti vysledki metod pro

kych analytickych metod, které je vSak prepocet BEI (10°) na CPM (tis.CFU/ml) a vybér modelu pro modifikaci
nezbytné respektovat. transformacni rovnice.

Uvedené trendy dovoluji jako opti- Tab. 2 Selected combinations of linear regression relationships of method
mum, z diivodl statistickych i praktic- results for BEI (10°) recalculation to TCM (10° CFU/mI) and selection
kych mikrobiologickych analytickych of model for transformation equation modification.
argumentu, vybrat pro model validacni {3778 (T TTE TR O T r n BEl BElI BEI BEI BEI
rovnice ze souborid A (<500 tis. 10 | 50 [100 | 200 |1 000
CFU/ml), A (<1 000 tis.CFU/ml) a B, BEIXCPM PTR-IBC 6 | 25 |47 | 89 | 381
pivodnich i transformovanych, pro A1 | BEIXCPM y=0,0002x+29,0678 0,667 1543 | 31 | 39 | 49 | 69 | 229
hodnoceni celkem (n = 1 543, 1 579 A1 | logBEIxlogCPM | y=0,9885x-3,454 0,849 |1543 | 3 | 16 | 31 | 61 | 300
al 551) Modelové hodnoceni pre- B1 BEIx CPM y=0,003x+1,9336 0,881 1517 | 5 17 | 32 | 62 | 302
dikce je provedeno pro prakticky vyz- B1 logBEIxlogCPM | y=1,0302x-3,6565 0859 | 1517 | 3 | 15 | 31 | 64 | 335
namné hodnoty CPM: 10 (technolo- B | logBEIxIogCPM | y=1,028x-3,6457 0885|1551 | 3 | 15|31 | 64 | 333
gicka zpusobilost sougasnych dojiren); B1 logBEIx CPM y=118,4107x-533,8312 0,736 | 1517 | -60 | 23 | 58 | 94 | 177
40 (cca primér CPM v Ceské repub- B logBEIx CPM y=272,6255x-1281,9143 | 0,635 | 1551 |-191 | -1 | 81 | 163 | 354

ie) 100 (sandardf limit CPM v CR (A ey, SO0 ittt s st P00 gt ks o0
a v Evropské unii); 500 (horni limit equation; CPM = TCM.)

ufiznuti dat CPM pro prakticky

vyhovujici hranici vyssi analytické vérohodnosti vysledki pro dané validac¢ni soubory s pouzitou ptivodni transfor-
CPM) tis.CFU/ml (Tab. 1). Pro teoretické kultivacni macéni rovnici (z BEI na CPM) vykazovaly v tabulce

stanoveni CPM (10, 40, 100 a 500 tis.CFU/ml) by rovnice uvedené instrumentalni (transformované) CPM. Z tohoto

modelového vyhodnoceni lze odvodit, Ze nej-

3,0000 y =1,0302x - 3,6565 vhodnéj$imi soubory pro odvozeni nové transfor-

2,5000 Ré=0,7383 ' macni rovnice celkové a pro jednotlivé pristroje

% s jsou soubory A (<500 tis.CFU/ml) a B (s Grubb-

5 ' sovym testem odlehlosti metodickych rozdilti na
= 15000 hladiné intervalu pravdépodobnosti 95 %).

S 1,0000 Byly provedeny vypocty kombinaci linearnich

g regresi vztaht vysledkd BEI a CFU pro CPM

~ 08000 mezi metodami uvnitf celych a redukovanych,

0,0000 transformovanych a netransformovanych (IBC

0,0000 2,0000 4,0000 6,0000 8,0000 BEI a CPM CFU) a nékdy specificky selekto-

log IBC impulsy vanych soubort dat. To bylo provedeno pro

soubory celkem (n = 1 651), Al (<500

Obr. 2 Varianta v souboru B1 s linearni kombinaci vztahu log BE/ tis.CFU/ml, n = 1 543), B (n = 1 551) a byl

(IBC) x log CPM referencné (kultivacné). vytvofen novy soubor B1 (B a <500 tis.CFU/ml,

Fig. 2 Variant in B1 data file with linear combination of relationship n =1 517). Z cilen¢ vybranych vztahi byly,

log BEI (IBC) x log TCM by reference (cultivation). s ohledem na vysledky pavodni transfor-
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Tab. 3 Priblizeni nové transformacni rovnice IBC ke vztahu

Zaver

log BEI (IBC) x log CPM referencné z Tab. 2 (B1, n = 1 517),

pFepodet BEI (10°) na CPM (tis.CFU/mi).

Tab. 3 Approximation of new transformation IBC equation to relationship
log BEI (IBC) x log TCM by reference from Tab. 2 (B1, n = 1 517),

BEI (10°) recalculation to TCM (10° CFU/ml).

Je mozné odhadovat, ze ptivodni prepoc-
tovd rovnice pro BEI by stidle jesté
prochézela pfipadnymi vykonnostnimi testy
analytické zpusobilosti a vérohodnosti

Komhinace Rovnice BEI BEl BEI BEI  BEI vysledku, i kdyz poskytovala, pravdépodob-

10 50 100 | 200 | 1000 | né z diskutovanych davodi, mirné vyssi
BEIxCPM PTR-IBC 6 25 47 89 381 vysledky CPM. Tento jev miZe byt disled-
BEIXCPM PTR-IBC 6 25 47 89 | 381 kem toho, kdy za dobu jeji aplikace (cca
logBEIxlogCPM | y=1,0302x-3,6565 NTR-IBC 3 15 31 64 335 10 rokd) mohlo dojit k posunu ve skladb&
BEIxCPM NTR-IBC 3 | 157 | 319 | 648 |3352 | CPM a celkové mikrofléry mléka v chovech

(NTR-IBC = nova transformacni rovnice IBC, prepsand a modifikovand.
NTR-IBC = new transformation IBC equation, transilterated and modified.)

macni rovnice, provedeny modelové prepocty (Tab. 2) pod-
le specifickych IBC-BEI, odpovidajicich pfiblizné vyznam-
nym, aktudlné-praktickym (kvalita mléka), potravinarsky-
legislativnim a laboratorné-analyticky-praktickym limitim
(10 000, 50 000, 100 000, 200 000, a 1 000 000 BEI).

Porovnéni ukazalo (Tab. 2), Ze, z fady analyticko-labora-
torné praktickych a teoreticko-statistickych davoda,
nejvhodnéjsi predlohou pro modifikaci pivodni transfor-
macni rovnice IBC (z BEI na CPM, resp. CFU) na novou
verzi, je nova varianta souboru Bl s linearni kombinaci
vztahu log BEI (IBC) x log CPM referencné (kultivacné)
y = 1,0302x - 3,6565 (r = 0,859; P<0,001; n = 1 517;
Obr. 2). Uvedeny vztah se stal predlohou (modelem) pro
prepis i modifikaci ptvodni transformaéni rovnice.
Podobnym zptisobem je, podle linearnich modeld, mozné,
v pfipad¢ zvlastni analytické potfeby, prepsat a modifikovat
specifické pristrojové transformacni rovnice. V Tab. 3 je
znazornéno pribliZzeni nové transformacni rovnice IBC ke
vztahu log BEI (IBC) x log CPM referencné z Tab. 2. Je
patrné, Ze modifikovand nova pristrojova verze rovnice
kopiruje modelové hodnoty BEI a nasledné CPM
metodicky odvozené linearni transformacni rovnice.
V celkovém referenénim souboru zachycené minimalni
a maximalni hodnoty BEI (4 815 a 14 374 479) poskytuji
po prepoctu hodnoty CPM 1,443 a 5 095,672 tis.CFU/ml
a tedy i okraje rovnice vyhovuji praktickym podminkam pfi
kontrole kvality syrového mléka.

S novou a modifikovanou transformacni rovnici byl
proveden prepocet puvodnich BEI (ndpoctova hodnota pra-
to¢né cytometrie) vybranych datovych soubord a provede-
na statistickd validace nové navrZeného postupu. Byla
provedena zdkladni a diferencni statistika u souborl
celkem (n=1651), Al (n=1543), B(n=1551) a zejmé-
na Bl (1 517) mezi IBC CPM (nova transformacni
rovnice), IBC CPM (ptvodni transformacni rovnice)
a CPM referencné (kultivacné, klasicky) a obdobné linearni
regrese puvodnich a logaritmicky transformovanych dat
CPM mezi IBC CPM (nova prepsana a modifikovana trans-
formacni rovnice) a CPM klasicky. Validace G¢innosti nové
prepsané a modifikované transformacni rovnice ukazala
dobrou shodu vysledkt se statistickymi parametry refe-
ren¢niho souboru CPM. Byl tedy potvrzen posun dolli na
praméru CPM cca o 15 tis.CFU/ml.

dojnic s ohledem na technologické skupiny

baktérii (ve vazbé na optimalné¢ vhodné
jejich kultivacni teploty) v dusledku specifickych hygie-
nickych rezimt dojeni nebo antibiotické 1écby krav a tim
k uplatnéni zménénych interferen¢nich efekti na vztah
mezi vysledky obou metod (IBC CF a RE) stanoveni CPM.
Validace vysledkt IBC FC CPM vysledky klasickymi kul-
tivacnimi poukdzala na potfebu derivace rovnice nové.
Redukce ptvodniho souboru dat CPM o odlehlé hodnoty
vlastnich méfeni, nebo rozdili mezi vysledky metod, pfi-
nesla mirny pokles tésnosti vztahu vysledkd metod (IBC
a klasicky), ale také redukci variability metodickych
rozdili ve stanoveni CPM. Z porovnani vyplynulo, Ze
nejvhodnéj§imi soubory, po statistickém oSetfeni, pro
odvozeni nové transformacni rovnice z BEI IBC na CPM
v CFU jsou: - soubor po redukci hodnot CPM
(500 tis.CFU/ml; - soubor po redukci metodickych
diferenci testem odlehlosti. Novy model transformacéni
rovnice ma tvar: log BEI (IBC) x log CPM referen¢né (kul-
tivaén€) y = 1,0302x - 3,6565. Validace uc¢innosti nové
prepsané a modifikované transformaéni rovnice ukazala
dobrou shodu vysledki se statistickymi parametry
referen¢niho souboru CPM. Byl tedy potvrzen posun
dolti na priméru CPM cca o 15 tis.CFU/ml. Z vysledki
také vyplyvd, metodou kvalifikovaného odhadu, Ze
nasledné rekalkulace transformacni rovnice CPM
(z BEI na CFU/ml) by mély byt provadény cca po 5 az
8 rocich.
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MASTNE KYSELINY MLECNEHO
TUKU A VYVOJ LEGISLATIVY
VE VZTAHU K NIM

Jana Koubova, Eva Samkova, Lucie Hasorova
JihoSeska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemédélska
fakulta, Studentska 1668, 370 05 Ceské Budéjovice

Milk fatty acids and development
of legislation relating to fatty acids

Souhrn

Slozeni potravin je pro kone¢ného spotfebitele dilezitym
kritériem vyb&ru. Pravni predpisy urcuji pravidla pro
poskytovani informaci tykajicich se potravin, at uz se jedna
o informace povinné ¢i dobrovolné. Prace byla zamérena
na oznacovani potravin ve vztahu k mastnym kyselindm,
jejichZ zastoupeni v potravinach ZivociSného ptivodu, tedy
i mlécného tuku, jsou casto diskutovany. Soucésti pub-
likace je i vycet vyzivovych a zdravotnich tvrzeni souvise-
jicich s mastnymi kyselinami, a rovnéZ doporuceni ohledné
spotieby tukti a mastnych kyselin.

Klicova slova: mlécny tuk, mastné kyseliny, vyzivova
a zdravotni tvrzeni

Summary

The composition of foods is an important selection crite-
rion for final consumers. Rules of providing of information
about food, both compulsory and voluntary, are determined
by legislation. The work was focused on food labelling in
relation to fatty acids. Their proportion is often discussed in
animal foods, including milk fat. A part of the article is
a list of nutrition and health claims relating to fatty acids
and also recommendations for consumption of fats and
fatty acids.

Keywords: milk fat, fatty acids, nutrition and health
claims

Uvod

Lipidy jsou spolu s bilkovinami a sacharidy nezbytnou
zékladni Zivinou pro vSechny ZivoCichy vcetné clovéka.
Predstavuji nejbohats$i zdroj energie, dile jsou zdrojem
esencidlnich mastnych kyselin linolové a alfa-linolenové
a vyznamnych latek rozpustnych v tucich (vitamind,
prekursorti hormont a dal$ich). Pfitomnost lipida v potra-
vinach také vyrazné ovliviiuje jejich senzorické vlastnosti.

Lipidy zivocisného ptivodu, kam fadime i mlécny tuk,
jsou vsak z nutriéniho hlediska v porovnani s rostlinnymi
oleji hodnoceny spiSe negativné pro své vyssi zastoupeni
nasycenych mastnych kyselin i obsah cholesterolu, tedy
faktord spojovanych s vyvojem srdecné cévnich ¢i dalSich
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