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Influence of the somatic cell counts

on the reliability of the determination of total
counts of microorganisms in raw goat’s milk by
the laser flow cytometry method

Abstrakt

Laserova prietokova cytometria sa bezne pouZiva na
meranie celkového poc¢tu mikroorganizmov v surovom
mlieku. Po zavedeni tejto metédy na Slovensku pre
surové kravské a ovcCie mlieko, bude tito vyuzita aj pre
surové kozie mlieko. Bolo preukazané, ze vytvorenie
prepocitavacieho vztahu priamo meranych vysled-
kov na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml!
je spolahlivejSie, pokial su merania na tomto zariadeni
uskutocnené v takzvanom ,,vylepSenom‘ mdde. Takisto
z vysledkov vyplyva, Ze vicsie rozdiely medzi mera-
niami v ,,normalnom* a vo ,,vylepSenom* méde sa vys-
kytuji u vzoriek s vys$s§im poctom somatickych buniek
(aj ked to neplati vzdy). Preto pri vzorkach s vysokymi
poctami somatickych buniek je vhodné vysledky merania
laserovou prietokovou cytometriou potvrdit aj uréenou
kultiva¢nou metddou.

Klicové slova: surové kozie mlieko, celkovy pocet
mikroorganizmov, somatické bunky, laserova prietokova
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Abstract

Laser flow cytometry is commonly used to measure the
total number of microorganisms in raw milk. After the
introduction of this method in Slovakia for raw cow’s and
sheep’s milk, it will also be used for raw goat’s milk. It
has been proven that the creation of a conversion rela-
tionship of directly measured results on the BactoScan
FC device to the CFULmL"! scale is more reliable if
the measurements on this device are carried out in the
so-called “enhanced” mode. The results also show that
larger differences between measurements in ‘“normal”
and “enhanced” mode occur in samples with higher so-
matic cell counts (although this is not always the case).
Therefore, in the case of samples with high numbers of
somatic cells, it is advisable to confirm the results of laser
flow cytometry measurements with the anchor cultivation
method.

Keywords: raw goat’s milk, total cell count, somatic
cells, laser flow cytometry

Uvod

Celkovy pocet mikroorganizmov (dalej len CPM) je
jednym z povinnych ukazovatelov kvality a zdravotnej
bezpec€nosti surového kozieho mlieka, v zmysle eurdp-
skeho potravinového prava (Nariadenie ES ¢. 853/2004).
Geometricky priemer CPM za dva mesiace, pri odbere
minimalne dvoch vzoriek za mesiac, nesmie presiahnut
hodnotu 500 000 KTJ.ml!, ak sa mlieko dalej spracovava
bez tepelného osetrenia a 1 500 000 KTJ.ml!, ak sa mlie-
ko nésledne tepelne osetri.

Uréenou metdédou na stanovenie CPM v mlieku je
kultivacnd metdda, podla STN EN ISO 4833-1. Vyho-
dou tejto metddy je, Ze vysledky su vyjadrené priamo
v KTJ.ml"! a je teda mozné ich priamo pouZit na vypocet
prislusnych geometrickych priemerov. Na druhej strane, st
vysledky zistované aZ po troch diloch kultivacie a teda nie
st dostupné pre chovatela/spracovatela mlieka okamzite.
Ten tym paddom nemdze robit v pripade vysokych poctov
KTJ népravné opatrenia v hygiene okamzite.

Z tohto dovodu sa do praxe zavadzaju rozne alternativne
metody, pri ktorych trva ziskanie vysledku kratsie alebo
si menej pracne. V oblasti skuSania surového mlieka
v centralnych skuSobnych laboratéridch bolo prieko-
pnikom zariadenie MiniPetriFoss, od ddnskej spolo¢nosti
FOSS, ktoré umozZnovalo automatizovat ockovanie
velkého poctu vzoriek mlieka na Periho misky. Vyhodou
danej met6dy bolo vyrazné zniZenie pouZivania pipiet na
ockovanie, ako aj obidenie pripravy prislusnych riedeni
na samotné ocCkovanie. Ostatné alternativne metody,
ktoré sa v mikrobiol6gii vSeobecne pouZivali — meranie
impedancie, zakalu a pod. sa pri skiiSani surového mlieka
v praxi neujali. Prelom nastal az v zavedeni metédy na
principe laserovej prietokovej cytometrie, ked sa obja-
vili zariadenia typu BactoScan (FOSS), ¢i Bactocount
(Bentley). Metédu mozno zjednodusSene popisat tak, ze
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mlieko sa najprv fyzikdlne a chemicky oSetri, aby sa
potlacil vplyv moZnych interferujucich zloziek, nasledne
sa bakteridlne bunky selektivne zafarbia a pocas prietoku
meracou jednotkou sa oziaria svetlom z lasera a vznik-
nuté impulzy sa pocitaju.

Oproti nespornej vyhode laserovej prietokovej cyto-
metrie — ziskania vysledku o mikrobiologickej kvalite
surového mlieka do niekolko mintt, maji metédy na tom-
to principe hlavny nedostatok v tom, Ze st nimi namerané
vysledky vyjadrené v inych jednotkach, ako v KTJ.ml".
Navyse, zariadenia od r6znych vyrobcov maju vlastné
sposoby, akymi sa vzorka pred meranim upravuje a aj ako
sa meria, preto ani primédrne namerané vysledky od dvoch
roznych vyrobcov nemozno vzajomne porovnavat.

V krajinaich EU je moZné na hodnotenie mikrobio-
logickej kvality nakupovaného surového mlieka pouzit aj
alternativne metody, pokial st nejakym spdsobom navia-
zané na urcenu kultivatni metédu. V pripade metody
na principe laserovej prietokovej cytometrie to znamena
prepocitanie primarne nameranych vysledkov do stupnice
KTJ.ml!, teda vytvorenie vhodného prepoctu. Pri pouZiti
zariadenia BactoScan je zavislost medzi meranim mik-
robiologickej kvality v primédrnych jednotkéch — Indivi-
dual Bacterial Cells (IBC) a zodpovedajicim vysledkom
z kultivacnej metody v KTJ linedrna (po transformacii na
dekadické logaritmy) v celom meracom rozsahu a pre-
to sa pouziva jeden prepocitavaci vztah — linearna rov-
nica v tvare log,o(KTJ.ml!) = A x log,o(IBC. I'') +/- B.
Podla naSich predchadzajicich zisteni (Suhren et al.,
2005; Tomaska et al. 2006) tento vztah okrem iného
ovplyviuje aj druh surového mlieka a preto sa na Sloven-
sku pouzivaju odlisné prepocitavacie vztahy pre surové
kravské, ovcie aj kozie mlieko.

Réamcové poziadavky na vytvorenie prepocitavacieho
vztahu st definované v ISO 21187. Spolahlivy prepocet
by mal vytvoreny z meranych vzoriek mlieka, ktoré
su typické pre dany region, kde sa tento bude pouZivat
— moze to byt celd krajina, ¢i iba regiondlna oblast.
Vzorky pouzité na meranie by mali byt odobraté presne
rovnakym sposobom, ako sa budi odoberat na oficidlnu
stad, pocas celej sezony ziskavania mlieka, reSpektujic
pouZzivané sposoby dojenia a doby uschovy nadojeného
mlieka. Takisto je potrebné do datového suboru zahrnuit
aj individudlne vzorky, ak sa predpoklada, ze tieto sa
okrem bazénovych budi tiez merat.

Spoloc¢nost FOSS so zavedenim nového obsluzného
softvéru na ich meracie zariadenia — FOSS Integrator
umoznila merat mikrobiologickud kvalitu mlieka aj v tzv.
,»vylepSenom* moéde. Hoci z komeréného hladiska nie
st zndme podrobnosti v ¢om spociva, odporica sa ho
pouzivat na ,,problematické” vzorky — to znamena takeé,
kde by mohli ostatné zlozky mlieka negativne vplyvat na
samotné meranie. Vyrobca vyslovene hovori o vzorkach
nebovinnych mliek. Meranie oproti normalnemu médu
sa z pohladu postupu merania nijako nelisi, akurat je
pomalSie. V predchadzajicej stidii (Droncovsky et al.,

2022) sme preukazali, ze pri surovom kozom mlieku
je korelacny koeficient medzi vysledkami z kultivacnej
metody a z metdody na principe laserovej prietokovej
cytometrie vyssi, ak st vzorky na zariadeni BactoScan
merané vo ,,vylepSenom* mdde. Cielom tejto Stidie je
posudit, ¢i somatické bunky prirodzene vyskytujice sa
vo vyS$§ich poctoch v surovom kozom mlieku, majui s so
spolahlivostou merania mikrobiologickej kvality suvis.

Material a metady

V préci boli pouzité vzorky (bazénové aj individudlne)
surového kozieho mlieka, ktoré boli odoberané ru¢ne od
roznych prvovyrobcov surového kozieho mlieka z celého
Slovenska. Vzorky boli po odbere konzervované Aci-
diolom a boli uchovéavané pri teplote 1°C az 8°C az do
doby skuasania. VSetky skisky boli vykonané zvycajne do
48 hodin po odbere vzoriek.

CPM bol merany kultivacnou metédou podla EN ISO
4833-1. Metdda bola vnitrolaboratérne kontrolovana
opakovanym meranim vybranych vzoriek réznymi pra-
covnikmi, beric do tvahy kritérium reprodukovatelnosti
a externe tGcastou v medzilaboratérnom porovnani (Vyz-
kumny ustav mlékérensky, s.r.o., CR).

Stubezne s tymto meranim boli vzorky merané aj na
zariadeni BactoScan FC, ktoré bolo vybavené softwé-
rom Foss Integrator (FOSS Dénsko). Kazdé meranie sa
uskutocnilo paralelne a v dvoch médoch merania — ,,nor-
malnom* a ,,vylepSenom‘ mdde. Metoda bola vnutrola-
boratérne kontrolovana meranim opakovatelnosti, chyby
z prenosu a pouzivanim slepych vzoriek, pilotnych
vzoriek a mliecnych Standardov (Milk and Dairy Insti-
tute Dr Huefner, Nemecko). Externe sa laboratorium
zucCastiovalo medzilaboratérnych porovnani (Milk and
Dairy Institute Dr Huefner, Nemecko).

Somatické bunky boli vo vzorkdch mlieka merané
na zariadeni Fossomatic 7, ktoré bolo vybavené soft-
wérom Foss Integrator (FOSS Dansko). Kazda vzor-
ka bola merana tri krat. Zariadenie bolo kalibrované
v trojmesacnych intervaloch na kalibracné certifiko-
vané referen¢né materidly — somatické bunky v kozom
mlieku (Milk and Dairy Institute Dr. Huefner, Nemecko).
Metdda bola vnutrolaboratérne kontrolovand meranim
opakovatelnosti, chyby z prenosu a pouZivanim slepych
vzoriek, pilotnych vzoriek a mlie¢nych Standardov (Milk
and Dairy Institute Dr. Huefner, Nemecko). Externe
sa laboratérium zicastiovalo medzilaboratérnych po-
rovnani (Milk and Dairy Institute Dr. Huefner, Nemecko).

Vsetky namerané vysledky boli transformované do
Skaly dekadickych logaritmov. Prepocitavacie vztahy
boli vypocitané ako rovnice linearnej Ciary, po vyliceni

(s

1% najvyssich a najnizsich vysledkov z oboch metdd.
Vysledky a diskusia

Ako uzZ bolo spomenuté v tvode tohto ¢lanku, preu-
kazali sme (Droncovsky et al., 2022), Ze meranie vzo-
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Tab. 1 PredbeZny prepocet vysledkov merania mikrobiologickej kvality surového
kozieho mlieka na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml'

Pocet Mod
merania

400 Normélny
395 VylepSeny

Rovnica prepoctu

vzoriek (n)

log10(KTJ.mI) = 0,975 x log10 (IBC.mI") — 0,353
log10(KTJ.mI) = 1,158 x log10 (IBC.mI") — 1,139

Somatické bunky v surovom ko-
zom mlieku su ovela menSie, ako so-
matické bunky v kravskom mlieku.
Z tohto dovodu, je aj na kalibraciu
prietokovych cytometrov potrebné

Korelaény
koeficient (R)

0,77 0,70
0,66 |0,79

Tab. 2 Distriblcia poctov somatickych buniek vo vzorkdach
surového kozieho mlieka

Pocet vzoriek 476

Priemerna hodnota (geometricky priemer) 902 000 .ml!
Maximdlna hodnota 25512 000 .ml"*
Minimélna hodnota 52 293 .ml"
Pocet vzoriek (0 — 499 000) .ml-! 27 %

Pocet vzoriek (500 000 — 999 000) .ml" 35%

Pocet vzoriek (1 000 000 — 1 499 000) .ml" 12 %

Pocet vzoriek (1 500 000 — 1 999 000) .ml" 7%

Pocet vzoriek > 2 000 000 .ml"* 19 %

* Hodnota mimo rozsah kalibrcie zariadenia

riek surového kozieho mlieka na zariadeni BactoScan FC
vo ,,vylepSenom‘ méde ma svoje opodstatnenie, pretoze
korelacny koeficient medzi vysledkami kultivacnej
metoédy a metddy na principe laserovej prietokovej cy-
tometrie bol vyssi a zaroven hodnota s(y,) nizsia, ako ked
sa pouzil normalny moéd merania (Tab. 1). Znamena to,
Ze pri vytvoreni reprezentativneho prepoctu vysledkov
merania na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml!
bude tento spolahlivejsi, pokial budi vzorky surového
kozieho mlieka merané v tomto mdde.

Samozrejme, uvedené prepocty su len predbezné, pre-
toZe pocet pouzitych vzoriek nebol eSte reprezentativny,
v zmysle poziadaviek ISO 21187. AvSak sa predpoklad4,
Ze 1 pri vd¢Som pocte vzoriek bude situdcia obdobna.

Somatické bunky v surovom kozom mlieku nie si po-
vinny ukazovatel kvality, podla Nariadenia ES ¢. 853/2004,
pretoZe ich priamy stvis s ochorenim mlie¢nej Zlazy nie
je jednoznacny. Napriek tomu majui tieto vplyv na tech-
nologicki kvalitu mlieka a jeho senzorické vlastnosti
pri jeho spracovani a zacinaju sa pouzivat ako indikéator
kvality mlieka. Pocty somatickych buniek v surovom ko-
zom mlieku su prirodzene vyssie, ako v mlieku kravskom
a mdzu sa vyskytovat bezne aj v poctoch 1 100 000 .ml"!
az 1 300 000 .ml"! (Bognanovicovi et al., 2016; Novotna
et al.,, 2018). Podla Stidie Podhoreckej et al., 2021 uz
pocty nad 600 000 .ml"!' mdZzu negativne ovplyvnit tech-
nologicku kvalitu kozieho mlieka.

V nami meranom sibore vzoriek surového kozieho
mlieka bola distribucia poctov somatickych buniek na-
sledovna (Tab. 2).

Na zdklade nameranych udajov sa potvrdilo Ze geomet-
ricky priemer poctov somatickych buniek sa pohybuje
na hranici 1 mil.ml"!' (902 000 .ml") pricom pod touto
uroviiou bolo 62% nameranych vzoriek. Predsa vSak sa
v subore vzoriek nachadzali aj také, ktoré mali velmi
vysoké pocty somatickych buniek — 26 % vzoriek nad
1 500 000 .ml".

pouzit Specidlne referencné ma-
teridly (STN ISO 13366-2). Aj
v nasom laboratériu maji aktudlne kalibracné rovnice
na zariadeni Fossomatic rozne tvary pre surové kravské
a ov¢ie mlieku (y = 1,004x) a pre surové kozie mlieko
(y = 0,926x) — tieto sa mo6zu menit po kazdej kalibracii.

Hoci presny postup merania mikrobiologickej kvali-
ty na zariadeni BactoScan (ako aj na zariadeniach inych
znaciek) nie je presne zndmy, pretoZe je komercne
chraneny, predpoklada sa, Ze ,,vylepSeny* mod merania
suvisi aj s tym, kolko potencidlne interferujicich zloZiek
moZe dand vzorka obsahovat. Obr. 1 poskytuje analyzu,
¢i pocty somatickych buniek mo6Zu mat vplyv na mera-
nie mikrobiologickej kvality surového kozieho mlieka na
zariadeni Bactoscan FC. Z obrazku je zrejma suvislost
medzi rozdielmi poctov IBC meranych v ,,normalnom*
a ,,vylepSenom* moéde a poctami somatickych buniek.
V praxi sa ukazalo, Ze pocty IBC merané v ,,normalnom*
mode su zvycajne vysSie, ako vo ,,vylepSenom® moéde.
Z uvedeného obrazku vyplyva, Ze naozaj rozdiely v mera-
ni IBC medzi oboma médmi sa zvySovali so stipajicim
poctom somatickych buniek vo vzorkach a u niektorych
vzoriek boli zna¢né (v rozmedzi 1,0 az 2,0) log,, IBC.ml"!
— rozdiely merané na drovni poctov somatickych bu-
niek priblizne 7,0 log10X a vyssSej. Na druhej strane tato
zavislost nie je platna vSeobecne, pretoze, u vacsiny vzo-
riek boli rozdiely minimalne.

Zaver

Pocty somatickych buniek v surovom kozom mlieku,
nie si povinny ukazovatel kvality v Europskej unii. Ich
vyS$i pocet, ale mdze negativne ovplyvnit senzoricku
kvalitu mlie¢nych vyrobkov, najmi dlho zrejicich syrov
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Obr. 1 Zavislost’ rozdielov merani IBC.ml" v ,normadlnom*
a ,vylepSenom* mdde na zariadeni BactoScan FC
a poctov somatickych buniek v surovom kozom
mlieku
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(Chan et al., 2010). V USA boli stanovené aj limity
pre pocty somatickych buniek v kozom mlieku a to pre
triedu A maximalne 1 000 000.ml"!' (PMO, 2007). Mera-
nie tohto ukazovatela ma vSak svoj vyznam aj z pohladu
metodiky spolahlivého merania celkového poctu mikro-
organizmov metoédou laserovej prietokovej cytometrie.
Tu, pri pouzivani zariadenia BacoScan sa urcite odporuca
vykonat takéto merania vo ,,vylepSenom‘ mdde, pretoze
neistota merania pri prepocte na jednotky KTJ bude
mensSia, ako pri ,,normdlnom* moéde — neistota merania
sa zvykne pocitat ako 1,96 x s(y,x). Napriek tomu, ako to
vSeobecne pri tvoreni takéhoto prepoctu byva, sa mozu
vyskytnit vzorky, kde vytvoreny prepocet v porovnani
s priamym pocitanim kolonii, nemusi byt spolahlivy.
Prave vzorky s vysokymi poctami somatickych buniek
mdzZu byt v tomto problematické. V takych pripadoch
je vhodné na meranie CPM pouzit urcenu kultivaénu
metodu. Teda aj z tohto dovodu ma pri posudzovani
kvality surového kozieho mlieka ma zmysel pracovat
s informéciou o pocte somatickych buniek. Navyse pre
chovatela, ¢i spracovatela kozieho mlieka to mdze byt
cennd informécia pre dalSie spracovanie mlieka.

Z vykonanej Studie vyplyva aj to, ze pokial labo-
ratérium pouziva na prepocet vysledkov z laserovej prie-
tokovej cytometrie do stupnice KTJ.ml! rovnicu, ktora
bola vytvorena meranim vzoriek v ,,normalnom‘ moéde,
pri prechode merania vo ,,vylepSenom‘ mode, by malo
vytvorit rovnicu novu, nakolko tato sa bude od pdvodnej
pravdepodobne odliSovat.
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SOUCASNY STAV SVETOVEHO
MLEKARENSTVI

Jifif Kopacéek
Ceskomoravsky svaz mlékdrensky z.s.

Abstrakt

Resers$ni ¢lanek popisuje soucasny stav svétového mlé-
karenstvi, ktery byl hodnocen na World Dairy Summit
IDF v indickém Dilli v zafi 2022.

Celkoveé lIze konstatovat, Ze ani v roce 2021 nem¢él
dal§si rok pandemie COVID-19 zédsadni dopad na
globélni mlékarensky sektor. Podprimérny byl ale rist
svétové produkce mléka a v zdvéru roku prudce rostouci
ndklady na energie, krmiva a hnojiva zacaly ovliviiovat
vyvoj v roce 2022. Stejné jako v poslednich letech doslo
k vyznamnému rastu mlééné produkce predevsim v Indii,
Pakistanu a Cing. Vysoky rlist zaznamenala piedevsim
vyroba buvoliho mléka.

Dodavky mléka ke zpracovani zistaly pomérné sta-
bilni, doslo ovSem k propadu vyroby u vétSiny produk-
tovych kategorii, s vyjimkou syrti. V navaznosti na rust
svétové populace se zvysila celosvétova spotieba mléka
vyjadiena v hodnoté mlécného ekvivalentu o +1,4 %.
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