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P�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���� �����l�š���Œ�]�i���� �µ�� �‰�Œ���À�]�o�µ�� ���]�v���� �E�ó�ì-90% ukupno prisutne mikrobne populacije u 

�}�Z�o�������v�}�u�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ�X Za mljekarsku industriju od presudne je �À���Î�v�}�•�š�]�� ���Œ�Ì�}��

�}���Œ�����]�À���v�i���� ���Œ�}�i���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�� �����l�š���Œ�]�i���� �µ�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ�X U 30 uzoraka sirovog mlijeka 

�}���Œ�����]�À���}���•�����µ�l�µ�‰���v�����Œ�}�i���‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����u���š�}���}�u���‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�����Œ���(���Œ���v�š�v�}�u��

metodom prema �u�����µ�v���Œ�}���v�}�i�� �v�}�Œ�u�]��HRN ISO 6730. Identifikacija i klasifikacija bakterija 

provodila se usporedbom MALDI-TOF spektra masa s referentnim spektrima pohranjenim u 

bazi podataka i �}���Œ�����}�u�� �‰�}�u�}���µ�� �D���>���/�� ���]�}�š�Ç�‰���Œ�� �Œ�����µ�v���o�v�}�P�� �‰�Œ�}�P�Œ���u���X��MALDI-TOF 

tehnikom �µ�� �}�Z�o�������v�}�u�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ��identificirano je 20 rodova i 35 bakterijskih vrsta. 

MALDI-TOF tehnika �‰�}�l���Ì���o���� �•���� �‰�Œ�]�l�o�����v�}�u�� �Ì���� ���Œ�Ì�µ�� �]�� �š�}���v�µ�� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�µ�� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z��

�����l�š���Œ�]�i���� �µ�Ì�P�}�i���v�]�Z�� �v���� �Z�Œ���v�i�]�À�}�i�� �‰�}���o�}�Ì�]�U�� �š���� �µ�� �l�}�u���]�v�����]�i�]�� �•�� �u���š�}���}�u�� �‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���Œ�]�i����

�‰�Œ�µ�Î�����•�À���}���µ�Z�À���š�v�]�i�]���µ�À�]�����µ���u�]�l�Œ�}���]�}�o�}�P�]�i�µ���•���•�š���À�����•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l���X  
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Summary 
 
 
Of the �u���•�š���Œ�[�• thesis �t �•�š�µ�����v�š�����}�Œ�����W���À�]���]��, entitled  

 
 

APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY AND MALDI-TOF TECHNIQUE FOR DETERMINATION 
OF PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN RAW MILK 

 

Psychrotrophic bacteria generally make up > 70-90% of the total microbial population present 

in refrigerated raw milk. For the dairy industry, it is crucial to quickly determine the number 

of psychrotrophic bacteria in raw milk. In 30 raw milk samples, the total number of 

psychrotrophic bacteria was determined by flow cytometry by reference method according to 

HRN ISO 6730. The identification and classification of bacteria was performed by comparing 

the MALDI-TOF mass spectra with the reference spectra stored in the database and processed 

using the MALDI Biotyper computer program. The MALDI-TOF technique in refrigerated raw 

milk identified 20 genus and 35 bacterial species. The MALDI-TOF technique has proven to be 

suitable for the rapid and accurate identification of psychrotrophic bacteria grown on a 

nutrient medium and in combination with the flow cytometry method, provides a more 

comprehensive insight into the microbiology of raw milk composition. 

 

Keywords: raw milk, psychrotrophic bacteria, flow cytometry, MALDI-TOF technique 
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1. Uvod  

 
�^�]�Œ�}�À�}�� �u�o�]�i���l�}�� �i���� �]�������o�v�]�� �u�����]�i�� �Ì���� �Œ���•�š�� �u�v�}�P�]�Z�� �u�]�l�Œ�}�}�Œ�P���v�]�Ì���u���� �•�����Œ�Î���À���i�µ���]�� �À���o�]�l�µ��

koncentraciju vode i korisnih nutrijenata te gotovo neutralan pH (6.4 - 6.8). Svojim sastavom 

�‰�Œ�À���v�•�š�À���v�}�� �u�o�]�i�����v�]�u�� �“�������Œ�}�u�� �~�o���l�š�}�Ì���•�� �š���� �u�o�]�i�����v�}�u�� �u���•�š�]�U�� ���]�š�Œ���š�]�u���� �]�� �‰�Œ�}�š���]�v�]�u����

predstavlja neiscrpan izvor hrane za mikrobnu populaciju. Mikroorganizmi koji se pojavljuju u 

sirovom mli�i���l�µ�� �‰�}�š�i�����µ�� �]�Ì�� �‰�Œ�]�Œ�}���v�}�P�� �}�l�Œ�µ�Î���v�i���� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}���v�i���� �u�o�]�i���l���X��Tlo, stelja, o�v�����]�“�����v����

�À�}�������]���Z�Œ���v���U���v�����]�•�š�����Î�]�À�}�š�]�v�i�����]���v���������l�À���š�v�}���l�}�Œ�]�“�š���v�i�����]�����]�“�����v�i�����u�µ�Ì�v�}�P���µ�Œ�������i�� mogu biti 

�µ�Ì�Œ�}���v�]���]�� �‰�}�i���À���� �Œ���Ì�o�]���]�š���� �u�]�l�Œ�}���v���� �‰�}�‰�µ�o�����]�i���� �µ�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ�X��Od ukupno prisutne 

�u�]�l�Œ�}���v�����‰�}�‰�µ�o�����]�i�����µ���}�Z�o�������v�}�u���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ�U���‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���������l�š���Œ�]�i�����µ���‰�Œ���À�]�o�µ�����]�v�����E 70 

�t 90% te predstavljaju �•�l�µ�‰�]�v�µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �����l�š���Œijskih vrsta koje rastu pri temperaturama 

�]�Ì�u�����µ�� �î �£�� i 6 �£���X���d�]�i���l�}�u�� �Z�o�������v�i���� �]�� �À�Œ���u���v�•�l�]�� ���µ�Î���� �‰�}�Z�Œ���v�� sirovog mlijeka na niskim 

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u���U�� �µ�}���]�����i���v���� �i���� �‰�}�i���À���� �Œ���•�š����psihrotrofnih bakterija. V�����]�v�µ�� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z��

bakterija karakterizira sposobnost tvorbe termostabilnih enzima koji uzrokuju kvarenje 

mlijeka i �u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}������ �v���l�}�v��toplinske obrade mlijeka ili pasterizacije�X�� �d���l�}�����Œ�U��iz 

�š�}�‰�o�]�v�•�l�]���}���Œ�������v�}�P���u�o�]�i���l�����]���u�o�]�i�����v�]�Z���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���������l�š���Œ�]�i�����•�µ���v���i�����“���� izolirani 

�µ�Ì�Œ�}���v�]���]�� �l�À���Œ���v�i���� �µ�� �•�o�µ�����i���À�]�u���� �v���l�v�����v���� �u�]�l�Œ�}���v���� �l�}�v�š���u�]�v�����]�i���� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}�����X�� �K���Œ�������v����

vrste psihrotrofnih bakterija pokazuju i prirodnu otpornost na antibiotike i/ili mogu stvarati 

toksine te se istovremeno smatraju i uvjetno patogenim bakterijama. Samim time, 

�‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���������l�š���Œ�]�i�����µ�Ì�Œ�}���v�]���]���•�µ���l�À���Œ���v�i�����]���µ�u���v�i���v�����l�À���o�]�š���š�����u�o�]�i���l�����]��m�o�]�i�����v�]�Z���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�����X 

Kvarenje uzrokovano psihrotrofnim bakterijama �}���]�š�µ�i����se �µ�� �‰�Œ�}�u�i���v�]�� �}�l�µ�•���U�� �v���Î���o�i���v�}�i��

�l�}���P�µ�o�����]�i�]���‰�Œ�}�š���]�v���� �u�o�]�i���l���U���‰�}�À�������v�i�µ�� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �•lobodnih masnih kiselina, u promjeni 

teksture �}���Œ�������v�]�Z�� �u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}�����X��U odnosu na druge parametre kvalitete, negativan 

utjecaj psihrot�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����}���]�š�µ�i�����•�����]���l�Œ�}�Ì���µ�u���v�i���v�µ���‰�}�P�}���v�}�•�š���u�oijeka za preradu, manji 

prinos �š�����l�Œ���������À�Œ�]�i���u�����}���Œ�Î�]�À�}�•�š�]���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������v�����‰�}�o�]�����u���X���h���•�u�]�•�o�µ���l�À���o�]�š���š�����•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l�����]��

�u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}������ �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œofne bakterije postale su ozbiljan problem s kojim se �•�µ�}�����À����

�����v���“�v�i���� �u�o�i���l���Œ�•�l���� �]�v���µ�•�š�Œ�]�i���X �•���� �u�o�i���l���Œ�•�l�µ�� �]�v���µ�•�š�Œ�]�i�µ�� �i���� �}���� �‰�Œ���•�µ���v���� �À���Î�v�}�•�š�]�� ���Œ�Ì�}��

�}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����µ���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ�X���h���š�µ���•�À�Œ�Z�µ���‰�}�P�}���v�}�u���•�����‰�}�l���Ì���o����

�u���š�}������ �‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���� �Ì���� �}���Œ�����]�À���v�i���� �µ�l�µ�‰�v�}�P�� ���Œ�}�i���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�vih bakterija te 

�u���š�Œ�]���}�u�� �‰�}�š�‰�}�u�}�P�v�µ�š���� �]�}�v�]�Ì�����]�i���� �����•�}�Œ�‰���]�i�}�u�� �o���•���Œ�•�l�}�P�� �Ì�Œ�������v�i�� - analizator masa s 

vremenom leta (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization �t Time of Flight; MALDI-TOF) 

tehnika �Ì�����µ�š�À�Œ���]�À���v�i�����Ì���•�š�µ�‰�o�i���v�}�•�š�]���‰�}�i�����]�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z���À�Œ�•�š�����µ�v�µ�š���Œ���•�l�µ�‰�]�v�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z��
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bakterija. MALDI-TOF je dokazana instrumentalna tehnika za identifikaciju bakterija u hrani, 

�u�����µ�š�]�u���u�}�Î�����l�}�Œ�]�•�š�]�š�]���µ��svrhu identifikacije patogenih bakterija i bakteri�i�����µ�Ì�Œ�}���v�]�l����kvarenja 

�u�o�]�i���l�����]���u�o�]�i�����v�]�Z���‰�Œ�}�]�Ì�À�}����.  

 

 

 
 

 

1.1. Cilj rada 

 
Cilj ovog �Œ���������i�����‰�Œ�]�l���Ì���š�]���‰�Œ�]�l�o�����v�}�•�š���u���š�}�������‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�����Ì�����µ�š�À�Œ���]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P��

broja psihrotrofnih bakterija te MALDI-�d�K�&���š���Z�v�]�l�����Ì�����µ�š�À�Œ���]�À���v�i�����Ì���•�š�µ�‰�o�i���v�}�•�š�]�������l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z��

vrsta u sirovom mlijeku. 
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2. Psihrotrofne bakterije 

 
Psihrotrofne bakterije predstavljaju �•�l�µ�‰�]�v�µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �����l�š���Œijskih vrsta koje rastu pri 

tempe�Œ���š�µ�Œ���u���� �]�Ì�u�����µ�� �î���£�� i 6 �£��. �E���i�µ�����•�š���o�]�i���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���� �����l�š���Œ�]�i���� �]zolirane iz sirovog 

mlijeka su G�Œ���u�� �v���P���š�]�À�v���� �����l�š���Œ�]�i���� �]�� �š�}�� �]�Ì�� �•�o�i���������]�Z�� �Œ�}���}�À���W Pseudomonas, Aeromonas, 

Serratia, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter i Flavobacterium spp. uz 

izrazitu dominaciju roda Pseudomonas spp. od oko 50% zastupljenosti od ukupne populacije 

Gram negativnih bakterija. Gram pozitivne psihrotrofne bakterije koje se pojavljuju u sirovom 

mlijeku pripadaju rodovima: Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium, 

Micrococcus, Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus i Lactobacillus spp. Neke od 

navedenih psihrotrofnih bakterija�U�� �l�������� �•���� �v���o���Ì���� �µ�� �}�Z�o�������v�}�u�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i��ku, proizvode 

termostabilne lipaz�����l�}�i�����‰�Œ�]���}�v�}�•�����Œ���Ì�À�}�i�µ���µ�Î���P�v�µ�š�}�P �}�l�µ�•���U���l���}���]���‰�Œ�}�š���]�v���Ì�����l�}�i�����Œ���Ì�P�Œ�����µ�i�µ��

kazein (Antunac i Havranek, 2013.).  

 

2.1. Gram negativne psihrotrofne bakterije 

 
2.1.1. Pseudomonas spp. 

 
Rod Pseudomonas spp. �‰�Œ�����•�š���À�o�i�����v���i�À���Î�v�]�i�µ���]��najdominantniju skupinu Gram negativnih 

�‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����µ���}�Z�o�������v�}�u���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ�X��Jedna od bitnih karakteristika ovog roda 

je proizvodnja termostabilnih enzima (proteaze i lipaze) tijekom rasta u �}�Z�o�������v�}�u���u�o�]�i���l�µ�X��

Pokretljivi Gram n���P���š�]�À�v�]�� �“�š���‰�]���]�� �Œ���•�š�µ�� �v���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u���� �Z�o�������v�i���� �À������ �}���� �ì���£�� pa sve do 

optimalne temperature rasta �]�Ì�u�����µ���î�ñ���]���ï�ì���£��. Prepoznatljivi su po kratkom generacijskom 

intervalu na temperaturama od 0 do 7 �£���U�������i�����v���l�}���š���l�}���•�����]�v�š���Œ�À���o���•�u���v�i�µ�i�����•���‰�Œ�]�•�µ�š�v�}�“���µ��

zraka u mediju. Prema Suhren, 1989., �Ì�����]�o�i���Î���v�� �i���� �v���i���Œ�Î�]�� �Œ���•�š�� �Œ�}������Pseudomonas spp. u 

sirovom mlijeku od 8 - 12 sati na temperaturi od 3 �£�� i 5,5 - �í�ì�U�ñ���•���š�]���v�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u�����]�Ì�u�����µ��

3 i 5 �£��. Mnoge vrste ovog roda proizvode proteinaze koje su odgovorne za hidrolizu 

dostupnog kazeina u topljive peptide. Jednako tako, ovaj rod karakterizira izrazita lipoli�š�]���l����

���l�š�]�À�v�}�•�š�X�� �W�Œ�}�š���}�o�]�š�]��k���� �]�� �o�]�‰�}�o�]�š�]���l���� ���l�š�]�À�v�}�•�š�� �u�}�Î���� ���}�À���•�š�]�� ���}�� �(�}�Œ�u�]�Œ���v�i���� �P�}�Œ�l�]�Z�� �‰���‰�š�]������ �µ��

�•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ�� �“�š�}�� �µ�� �l�}�v�����v�]���]�� �Œ���Ì�µ�o�š�]�Œ���� �‰�Œ�}�u�i���v�}�u�� �}�Œ�P���v�}�o���‰�š�]���l�]�Z�� �•�À�}jstava mlijeka. 

Proteinaze, lipaze i fosfolipaze roda Pseudomonas spp. �v���i�����“������ �•�µ�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�������v���� �v���� �l�Œ���i�µ��

eksponencijalne �(���Ì���� �Œ���•�š���� �v���� �v�]�•�l�]�u�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u���� �Z�o�������v�i���� �u�o�]�i���l���X�� �E���� �]�•�š�]�u��
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temperaturama hladnjaka, stacionarna faza roda Pseudomonas spp. se produlj�µ�i���� �]�� �u�}�Î����

�‰�Œ���Î�]�À�i���š�]�� ���µ�o�i�]�� �‰���Œ�]�}���� �l�}�v�š���u�]�v�����]�i���� �Œ���Ì�]���µ���� �u�o�]�i���l���X��Flourescentne vrste (Pseudomonas 

flourescens i Pseudomonas fragi) predstavljaju oko 50% bakterijskih vrsta roda Pseudomonas 

spp. te ih karakterizira proizvodnja propusnog flourescentnog pigmenta (pioverdina) tijekom 

rasta (Slika 2.1.1.1.) 

 

 

Slika 2.1.1.1. Pseudomonas flourescens 

(http://www.agrotekno-lab.com/2013/12/pseudomonas-fluorescens.html) 

 
 

2.1.2. Porodica Enterobacteriaceae 

 
Porodica Enterobacteriaceae pojavljuje se u 5 do 33�9�� �•�o�µ�����i���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���� �u�]�l�Œ�}�(�o�}�Œ����

�•�]�Œ�}�À�}�P�� �u�o�]�i���l���X�� �<���Œ���l�š���Œ�]�Ì�]�Œ���� �]�Z�� �]�Ì�Œ���Ì�]�š���� �‰�}�l�Œ���š�o�i�]�À�}�•�š�U�� �•�]�š�v�]�i���� �P�Œ�������� �š���� �À�������� �}�‰�š�]�u���o�v����

temperatura rasta (> 30 �£��). Koliformne bakterije koje pripadaju porodici Enterobacteriaceae 

sposobne su fermentirati laktozu uz proizvodnju kiseline i plina (CO2) pri 32 �£�� tijekom 48 sati. 

�E���i�����“���]�� �µ�Ì�Œ�}���v�]���]��koliformnog kvarenja spominju se rodovi Enterobacter i Klebsiella spp. 

�:�����v���l�}�� �i���� �À���Î�v�}�� �•�‰�}�u���v�µ�š�]�� �]��bakterijsku vrstu Escherichia coli koja fermentira glukozu 

�‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������]���‰�]�Œ�µ�À���š�U���l�}�i�]���‰�Œ���o���Ì�]���µ���u�o�]�i�����v�µ�U���}���š���v�µ���]���u�Œ���À�o�i�µ���l�]�•���o�]�v�µ�X���W�}�i�����]�v�]���•�}�i���À�]���‰�Œ�}�]�Ì�À�}������

enterotoksin od kojih su neki otporni na toplinu�X���/�Ì�À�}�Œ���}�À���������l�š���Œ�]�i�����i�����v�����]�•�š�}�������]���À�Œ�o�}�������•�š�}��

uz�Œ�}�l�µ�i�����l�}�v�š���u�]�v�����]�i�µ���•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l�����]���u�o�]�i�����v�]�Z���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�����X 
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2.2. Gram pozitivne psihrotrofne bakterije 

 
2.2.1. Bacillus spp. 

 
Bakterijske vrste roda Bacillus spp. su sporogene, Gram pozitivne bakterije koje se 

pojavljuju u sirovom mlijeku. Optimalna temperatura na kojoj rastu je 20 - 40 �£��, iako neke 

�À�Œ�•�š�����l���}���“�š�}���i����Bacillus stearothermophilus pokazuju karakteristike rasta na temperaturama 

�À�]�“�]�u���}�����}�‰�š�]�u���o�v���X���'���v���Œ�����]�i�•�l�]���]�v�š���Œ�À���o���]���o���P���(���Ì����Bacillus spp. pri temperaturi od 2 do 7 �£�� 

���µ�Î�����i�����µ���µ�•�‰�}�Œ�������]���•���Œ�}���}�u��Pseudomonas spp. Na temperaturi od 10 �£��, Bacillus cereus je 

�v���i�����“���]���µ�Ì�Œ�}���v�]�l���l�À���Œ���v�i�����•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l�� �µ�Ì���‰�}�i���À�v�}�•�š�����}�������l���ô�ì% �š�����•�����i�}�“���v���À�}���� prisutne i 

vrste poput B. licheniformis, B. subtilis i B. megaterium. �Z���Ì�o�}�P�� �����•�š���� �‰�}�i���À�v�}�•�š�]�� �µ�� �•�]�Œ�}�À�}�u��

mlijeku je �•�‰�}�•�}���v�}�•�š�� �•�š�À���Œ���v�i���� �š���Œ�u�}�•�š�����]�o�v�]�Z�� �Z�]���Œ�}�o�]�š�]���l�]�Z�� ���v�Ì�]�u���� �l�}�i�]�� �Œ���Ì�P�Œ�����µ�i�µ�� �P�oavne 

sastojke mlijeka (protein, mast, fosfolecitin). Naime, bakterijske vrste ovog roda imaju slabu 

�l�}�u�‰���š�]�š�]�À�v�µ�� �•�‰�}�•�}���v�}�•�š�� �Œ���•�š���� �•�� �u�]�l�Œ�}�}�Œ�P���v�]�Ì�u�]�u���� �µ�Ì�Œ�}���v�]���]�u���� �l�À���Œ���v�i���� �š���� �i���� �v�i�]�Z�}va 

�‰�}�i���À�v�}�•�š�� �µ�� �u���o�}�u�� ���Œ�}�i�µ�� �]�� �v���� �‰�Œ�����•�š���À�o�i���� �Œ�]�Ì�]�l�� �Ì���� �Ì���Œ���À�o�i���� ���}�À�i���l���X�� �^�µ�‰�Œ�}�š�v�}�U�� �Œ���•�š�µ�� ���Œ�Ì�}�� �µ��

�š�}�‰�o�]�v�•�l�]�� �}���Œ�������v�}�i�� �Z�Œ���v�]�� �µ�� �l�}�i�}�i�� �•�µ�� ���o�]�u�]�v�]�Œ���v���� �}�•�š���o���� �v���•�‰�}�Œ�}�š�À�}�Œ�v���� �����l�š���Œ�]�i���� �‰���� �i���� �µ��

proizvodnji sigurne hrane kontrola bakterijskih vrsta roda Bacillus spp. o�����À���Ì�v�����~�^���u���Œ�Î�]�i���U��

2017.). 

 

 

 

Slika 2.2.1.1. Bacillus subtilis 

(https://wickhamlabs.co.uk/technical-resource-centre/fact-sheet-bacillus-subtilis/) 
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2.2.2. Clostridium spp. 

 

Bakterijske vrste roda Clostridium spp. su sporogene, �P�Œ���u���‰�}�Ì�]�š�]�À�v���������l�š���Œ�]�i�����l�}�i���������•�š�}��

uzrokuju kvarenje mlijeka dovoljno da ih u uzorku �]�u�����µ���u���o�]�u���l�}�o�]���]�v���u���X��Od patogenih vrsta, 

koje imaju sposobnost tvorbe toksina, �v���i�Ì�v�������i�v�]�i���� �Ì���� �u�o�i���l���Œ�•�l�µ�� �]�v���µ�•�š�Œ�]�i�µ�� �•�µ��Clostridium 

perfringens i u znatno manjoj mjeri Clostridium botulinum�X���h���‰�Œ�]�Œ�}���]���•�µ���“�]�Œ�}�l�}���Œ���•�‰�Œ�}�•�š�Œ���v�i���v���U��

�‰�Œ�}�v�������v�����µ���Ì���u�o�i�]�U�����o���š�µ�U���‰�Œ���“�]�v�]���]���Œ���•�‰�����v�}�u�����]�o�i�µ�X���W�}�i���À�o�i�µ�i�µ se sezonski, zimi, za vrijeme 

���}�Œ���À�l���� �Î�]votinja u staji gdje se one �Ì�����Œ�Î���À���i�µ�� �v���� �v�����]�•�š�}�i��sijeni i konzumiraju sporama 

�l�}�v�š���u�]�v�]�Œ���v�µ�� �•�]�o���Î�µ�X��Prisutnost bakterijskih spora Clostridium botulinum �Ì�v�������i�v���� �i���� �Ì����

sterilizirano mlijeko i vrhnje radi visokog udjela masti i visoke pH vrijednosti te se za takve 

�u�o�]�i�����v���� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}������ �‰�Œ���‰�}�Œ�µ���µ�i���� �À�]�•�}�l�]�� �š�}�‰�o�]�v�•�l�]�� �š�Œ���š�u���v�� �l�}�i�]�� ������ �Œ�����µ���]�Œ���š�]�� ���Œ�}�i�� �•�‰�}�Œ���X��

Bakterijske vrste roda Clostridium spp. �v���i�����“���]���•�µ���]�Ì�}�o�]�Œ���v�]���µ�Ì�Œ�}���v�]���]���l���•�v�}�P���v�����]�u���v�i�����•�]�Œ���X���•����

kasno nadimanje sira Gaude dovoljno je 5-10 spora C. tyrobutiricum u 1 L �u�o�]�i���l�����~�^���u���Œ�Î�]�i���U��

2017.). Zbog obilnog stvaranja plina CO2 i H2 �‰�}�P�Œ���“�l�����l���•�v�}�P���v�����]�u���v�i�����•�]�Œ�����u���v�]�(���•�š�]�Œ���i�µ���•����

�µ���}���o�]�l�µ�����o���•�š�]���v�����š���l�•�š�µ�Œ�����l�}�i�����v�����‰�Œ���Œ���Ì�µ���‰�}�l���Ì�µ�i�������š�]�‰�]���v�����}���] razasute u tijestu sira (Slika 

2.2.2.1.).  

 

 

Slika 2.2.2.1. Prikaz kasnog nadimanja sira bakterijskim vrstama roda Clostridium spp. 

�~�^���u���Œ�Î�]�i��, 2017.) 
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2.3. Prisutnost psihrotrofnih bakterija u sirovom mlijeku 

 
�^�]�Œ�}�À�}���u�o�]�i���l�}�U���v���‰�}�•�Œ�����v�}���v���l�}�v���Z�]�P�]�i���v�•�l�]���‰�Œ�}�À�������v�����u�µ�Î�v�i���U���•�����Œ�Î�]���‰�}�����š�v�µ mikrobnu 

populaciju od 5 000 CFU/mL. U tim uvjetima dominantnu populaciju proizvedenog mlijeka 

�µ�P�o���À�v�}�u�� ���]�v���������l�š���Œ�]�i�����Œ�}���}�À����Micrococcus, Streptococcus, Lactococcus i Corynebacterium 

spp. te zanemariv broj ostalih Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija�X�����µ�Î�]�u���‰���Œ�]�}���}�u 

�Z�o�������v�i���� �]�� �‰�}hrane sirovog mlijeka na niskim temperaturama (2 - �ò�� �£���•�� �Ì�v�������i�v�} se mijenja 

sastav �‰�Œ�]�•�µ�š�v�]�Z���u�]�l�Œ�}���v�]�Z���‰�}�‰�µ�o�����]�i���X���h���}�Z�o�������v�}�u���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ��kao dominatna mikrobna 

populacija prevladavaju Gram negativne i Gram pozitivne psihrotrofne bakterije. Tu se 

posebno izdvaja Pseudomonas spp. i Bacillus spp. koje �•�µ���v���i�����“�������]�Ì�}�o�]�Œ���v����bakterijske vrste 

u trenutku kvarenja mlijeka. Dominantnost psihrotrofnih bakterija u ukupnoj mikrobnoj 

�‰�}�‰�µ�o�����]�i�]���i�}�“���i�����v���P�o���“���v�]�i�����l������ �•�����u�o�]�i���l�}���‰�Œ�}�]�Ì�À�}���]���µ���Z�]�P�]�i���v�•�l�]���o�}�“�]�i�]�u���µ�À�i���š�]�u�����]�l�]�o�]���•�����Œ�Î�]��

�‰�}�À�������v�]�� ���Œ�}�i�� �•�}�u���š�•�l�]�Z�� �•�š���v�]�����X�� �/�Ì�� �š�]�Z�� �Œ���Ì�o�}�P���U�� �}���� �µ�l�µ�‰�v�}�� �‰�Œ�]�•�µ�š�v���� �u�]�l�Œ�}���v���� �‰�}�‰�µ�o�����]�i���� �µ��

�}�Z�o�������v�}�u�� �•�]�Œ�}�À�}�u�� �u�o�]�i���l�µ�� �‰sihrotrofne bakterije ���]�v���� �À�]�“���� �}���� �õ�ì%. Psihrotrofne bakterije 

�]�u���i�µ�� �•�‰�}�•�}���v�}�•�š�� �Œ���•�š���� �]�� �Œ���Ì�u�v�}�Î���À���v�i���� �v���� �v�]�•�l�]�u��temperaturama te veliki broj tih 

�����l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z�� �À�Œ�•�š���� �]�u���� �•�‰�}�•�}���v�}�•�š�� �š�À�}�Œ������ ���l�•�š�Œ�������o�µ�o���Œ�v�]�Z�� �]�l�]�o�]�� �]�v�š�Œ�������o�µ�o���Œ�v�]�Z�� �Z�]���Œ�}�o�]�š�]���l�]�Z��

termostabilnih enzima koji svoju aktivno�•�š�� �Ì�����Œ�Î���À���i�µ�� �]�� �v���l�}�v��konvencionalne toplinske 

�}���Œ�������� �u�o�]�i���l���X�� �d���l�}�����Œ�U�� �]�Ì�� �š�}�‰�o�]�v�•�l�]�� �}���Œ�������v�}�P�� �u�o�]�i���l���� �]�� �u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}����, psihrotrofne 

�����l�š���Œ�]�i���� �•�µ�� �v���i�����“������ �]�Ì�}�o�]�Œ���v�]�� �µ�Ì�Œ�}���v�]���]�� �l�À���Œ���v�i���� �µ�� �•�o�µ�����i���À�]�u���� �v���l�v�����v���� �u�]�l�Œ�}���v����

kontaminacije proizvoda. Kvarenje i umanjena kvalitet���� �u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}������ �u�}�P�µ�� ���]�š�]��

posljedica ili prisutnosti �Î�]�À�]�Z�� �}�Œ�P���vizama i/ili njihovih termostabilnih enzima. Kvarenje se 

�}���]�š�µ�i���� �µ�� �‰�Œ�}�u�i���v�]���}�l�µ�•���U�� �v���Î���o�i���v�}j koagulaciji proteina mlijeka, �‰�}�À�������v�i�µ�� �l�}�v�����v�š�Œ��cije 

slobodnih masnih kiselina, te ovisno o vrsti �u�o�]�i�����v�}�P���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������µ���‰�Œ�}�u�i���v�]��teksture i udjelu 

�‰�}�i�����]�v�]�Z���v���‰�}�Îeljnih organskih spojeva. Negativan utjecaj psihr�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����}���]�š�µ�i�����•�����]��

kroz umanjenu pogodnost mlijeka za preradu, manji prinos �š���� �l�Œ�������� �À�Œ�]�i���u���� �}���Œ�Î�]�À�}�•�š�]��

proizvoda na policama. �s�����]�v���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�� �����l�š���Œ�]�i���� �l�}�i���� �µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�µ kvarenje mlijeka i 

mli�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}������ �v�]�i���� �‰���š�}�P���v���U�� �u�����µ�š�]�u�U�� �}���Œ�������v���� �À�Œ�•�š�� tih bakterija pokazuju 

rezistentnost na antibiotike te se smatraju uvjetno patogenim bakterijama. Gotovo sve vrste 

�‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����]�u���i�µ���•�‰�}�•�}���v�}�•�š�������Z���Ì�]�i�����v�������À�Œ�•�š�µ���‰�}�À�Œ�“�]�v�µ���š�����v�����‰�}�À�Œ�“�]�v�]���uljekarske 

�}�‰�Œ���u�����•�š�À���Œ���i�µ�����]�}�(�]�o�u���l�}�i�]���•�����š���“�l�}���}���•�š�Œ���v�i�µ�i�������v�š�]�����l�šerijskim sredstvima te u mljekarskoj 

�]�v���µ�•�š�Œ�]�i�]���u�}�Î����predstavljati tvrdokoran izvor �µ�����•�š���o�� kontaminacije proizvoda psihrotrofnim 

�����l�š���Œ�]�i���u�����µ�Ì�Œ�}���v�]���]�u�����l�À���Œ���v�i�����]�l�]�o�]���µ�À�i���š�v�}���‰���š�}�P���v�]�u��bakterijama. EU standard za ocjenu 
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kvalitete sirovog mlijeka zahtijeva da ukupan broj mezofilnih aerobnih b���l�š���Œ�]�i�����v�]�i�����À�����]���}����

30 000 CFU/mL, a broj psihrotrofnih �����l�š���Œ�]�i���� �v�]�i���� �À�����]�� �}���� �ñ 000 CFU�l�u�>�X�� �^�À���l�}�� �‰�}�À�������v�i����

udjela psihrotrofnih bakterija u mikrobnoj populaciji �•�]�Œ�}�À�}�P�� �u�o�]�i���l���� �µ�� �}���Œ�������v�}�i�� �u�i���Œ�]��

�v���P���š�]�À�v�}���µ�š�i��������na kvalitetu proizvoda i indirektno na smanjenje prihoda. ���Œ�Ì�]�v���� �l�}�i�}�u�� ��e 

�‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���� �����l�š���Œ�]�i���� ���}�•�����]��razinu kontaminiranosti, koja je �‰�}�š�Œ�����v���� �Ì���� �µ�}���o�i�]�À�µ�� �‰�}�i���À�µ��

kvarenja, uvjetovana je �v�i�]�Z�}�À�]�u�� �‰�}�����š�v�]�u��brojem ne�‰�}�•�Œ�����v�}�� �v���l�}�v�� �u�µ�Î�v�i���� �]�� ���µ�Î�]�v�}�u��

hladne pohrane sirovog mlijeka. P�Œ�������v�i���u�� ���]�vamike rasta mikrobne populacije sirovog 

�}�Z�o�������v�}�P���u�o�]�i���l�����~�ð���£���•���u�}�o���l�µ�o���Œ�v�]�u��metodama temelj���v�]�u���v�������v���o�]�Ì�]�����E�����µ�š�À�Œ�����v�}���i����da 

psihrotrofna mikrobna populacija postaje u mlijeku dominantnom populacijom neovisno o 

razin�]���l�}�v�š���u�]�v�]�Œ���v�}�•�š�]���À�������Ì�����î�ð���•���š�����~�^���u���Œ�Î�]�i�����]���•�µ�Œ�X, 2012.). 

 

 

2.4. Izvori kontaminacije  

 
�W�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v���� �����l�š���Œ�]�i���� �“�]�Œ�}�l�}�� �•�µ�� �Œ���•�‰�Œ�}�•�š�Œ���v�i���v����u prirodi, prvenstveno u vodi, tlu i 

�À���v�i�•�l�}�u���}�l�}�o�]�“�µ. Manja zastupljenost psihrotrofn�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����u�}�Î�������]�š�]��i u zraku. Optimalnu 

�u���š�����}�o�]���l�µ�����l�š�]�À�v�}�•�š���]�•�l���Ì�µ�i�µ���v�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u�����]�Ì�u�����µ���î�ì���]���ï�ì���£���X���D�����µ�š�]�u�U���u�}�P�µ���Œ���•�š�]���]��

�Œ���Ì�u�v�}�Î���À���š�]�� �•���� �v���� �v�]�•�l�]�u�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u���� �������‰�š�����]�i�}�u�� �µ�À�i���š�}�À���v�}�P�� �}���}�P�������v�i����

membranskih lipi�������‰�}�o�µ�Ì���•�]�����v�]�u���u���•�v�]�u���l�]�•���o�]�v���u�����š�����‰�Œ�}�u�i���v�}�u���•�š���v�]���v�����u���u���Œ���v����za 

bolju propusnost u aktivnom transportu metabolita. Psihrotrofne bakterije ne pripadaju 

�‰�Œ�]�Œ�}���v�}�i���u�]�l�Œ�}���v�}�i���‰�}�‰�µ�o�����]�i�]���À�]�u���v���U���v�]�•�µ���µ�Ì�Œ�}���v�]���]���µ�‰���o����vimena (mastitisa) te je njihova 

prisutnost u sirovom ml�]�i���l�µ�� �]�•�l�o�i�µ���]�À�} �‰�}�•�o�i�����]������ �l�}�v�š���u�]�v�����]�i���� �u�o�]�i���l���� �v���l�}�v�� �u�µ�Î�v�i���X��

�D�}�P�µ���]�� �]�Ì�À�}�Œ�]�� �l�}�v�š���u�]�v�����]�i���� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�� �����l�š���Œ�]�i���� �•�µ�W�� �Œ���Ì�]���µ���o�v����voda u muzilicama, 

mljekovodima �]�o�]���Z�o�����]�}�v�]���]�u���U���v�����]�•�š�����•�]�•�����]���À�]�u���U �v�����]�•�š�����Œ�µ�l�������}�À�i���l�����l�}�i�]���}�����À�o�i�����u�µ�Î�vju,  

kontaminirana hrana i voda, �‰�Œ�o�i���À�����•�š���o�i�����]���(�������•���P���i�����Î�]�À�}�š�]�v�i�������}�Œ���À���U �v���������l�À���š�v�}���}���]�“�����v����

�‰�}�À�Œ�“�]�v�����u�o�i���l���Œ�•�l�����}�‰�Œ���u�����Ì�����‰�Œ�]�Z�À��t, transport i pohranu mlijeka te tvrdokorni biofilm na 

mljekarskoj opremi. Biofilm se razvija u sistemima koji se tijek�}�u�� �š���Z�v�}�o�}�“�l�]�Z��operacija 

dj���o�}�u�]���v�}�� �‰�µ�v���� �]�o�]�� �P���i���� �Ì���}�•�š���i�����Œ���Ì�]���µ���o�v���� �š���l�µ���]�v���� �v���l�}�v�� �Ì���À�Œ�“���v�}�P�� �‰�Œ�}�����•���X�� �K�À�]�•�v�}�� �}��

uvjetima ono �u�}�Î����predstavljati pogodno mjesto za formiranje spora. 
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Slika 2.4.1. Izvori kontaminacije sirovog mlije�l�����v�����u�o�]�i�����v�}�i���(���Œ�u�]��(Antunac, 2013.) 

 

 

2.5. Promjene sastava sirovog mlijeka uzro�l�}�À���v�]�Z�� �‰�}�À�]�“���v�]�u�� ���Œ�}�i���u��

psihrotrofnih bakterija 

 
Sirovo mlijeko promijenjenog sastava uzr�}�l�}�À���v�}�P�� �‰�}�À�]�“���v�]�u�� ���Œ�}�i���u�� �‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z��

�����l�š���Œ�]�i���� �µ�}���]�����i���v�}�� �•����ne sakuplja niti stavlja u promet. Psihrotrofne bakterije koje se 

pojavljuju u manjim koncentracijama u sakupljenom sirovom mlijeku, ne mijenjaju 

�}�Œ�P���v�}�o���‰�š�]���l���� �•�À�}�i�•�š�À���� �š�����]�Z�� �•���� �v���� �u�}�Î���� �}�š�l�Œ�]�š�]�� �•���v�Ì�}�Œ�•�l�}�u�� ���v���o�]�Ì�}�u�U�� �À���� posebnim 

utemeljenim fizikalnim ili kemijskim instrumentalnim metodama. Nedostaci okusa i mirisa 

mogu se pojaviti uslijed nakupljanja nusproizvoda �•�š���v�]���v�}�P���u���š�����}�o�]�Ì�u�����]�o�]���Ì���}�P�����i���o�}�À���v�i����

�•�o�}�Î���v�]�Z�� ���v�Ì�]�u�•�l�]�Z�� �•�µ�•�š���À���� �v���� �u�o�]�i�����v���� �•���•�š�}�i�l���X�� �D�v�}�P���� �v���‰�}�Î���o�i�v���� �‰�Œ�}�u�i���v���� �µ�����•�š���o�� su 

�l�������� �}�l�}�o�]�“�v�]���µ�À�i���š�]���‰�}�P�}���µ�i�µ�� �‰�Œ�}�o�]�(���Œ�����]�i�]�� �u�]�l�Œ�}������ �]�� ���l�š�]�À�vosti enzima. �E���i�����“������ �•���� �P�}�À�}�Œ�]�� �}��

mlijeku koje je kiselo, gor�l�}�U�� �À�}��no i slatko. Ovi oblici kvarenja povezani su kako s rastom 

psihrotrofnih bakterija tako i s rastom kvasca i plijesni. S obzirom na karakteristike kvarenja, 

bakterijska je konta�u�]�v�����]�i�����v���i�����“�������]���v���i�À�������U���������]�š�v�}���i�����v���P�o���•�]�š�]���]��njen potencijalni razvoj. 

Bakterijska �l�}�v�š���u�]�v�����]�i�����i�����}���P�}�À�}�Œ�v�����Ì�������À�]�i�����P�o���À�v�����À�Œ�•�š�����}�“�š�������v�i���W��zakiseljavanje i lipolizu.  
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�•���l�]�•���o�i���À���v�i���� �v���i�����“������ �‰�Œ�}�À�}���]�� �u���Ì�}�(�]�o�v�� �u�o�]�i�����v����mikroflora koja je jedan od glavnih 

prirodnih one���]�“���]�À�������� �u�o�]�i���l���X�� �W�Œ�]�•�µ�š�v�}�•�š te �(�o�}�Œ���� �‰�}�l���Ì�µ�i���� �À�����µ�� �]�o�]�� �u���v�i�µ�� ���Œ�Ì�]�v�µ��

zakiseljavanja, ovisno o temperaturnim uvjetima u fazi proizvodnje, prerade i distribucije. 

�<�À���Œ���v�i�����•�����}���]�š�µ�i�����µ���l�]�•���o�}�u���}kusu zbog prisutnosti �u�o�]�i�����v�����l�]�•���o�]�v�����] �µ���u���v�i�]�u���l�}�o�]���]�v���u����

�}�Œ�P���v�•�l�]�Z�� �l�]�•���o�]�v���� �~�}���š���v���� �l�]�•���o�]�v���U�� �‰�Œ�}�‰�]�}�v�•�l���� �l�]�•���o�]�v���U�� �µ�P�o�i�]���v�]�� ���]�}�l�•�]���•�X Nadalje, 

heterofermentativni karakt���Œ�� �u�o�]�i�����v����mikro�(�o�}�Œ���� �•���� �l���Œ���l�š���Œ�]�Ì�]�Œ���� �]�•�‰�µ�“�š���v�i���u�� �µ�� �}�l�}�o�]�“��

�Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z��spojeva (aldehida, ketona i alkohola), osim organskih kiselina navedenih gore (Kim i 

sur., 1983.). 

Kvarenje sirovog mlijeka uzrokovano nekontroliranom proteolizom povezano je s 

bakterijskom mikroflorom koja kontaminira mlijeko na farmi i r���Ì�o�]���]�š�}�P��je intenziteta, ovisno 

o vrsti, vremenskom razdoblju i temperaturi. Psihrotrofne bakterije u oh�o�������v�}m mlijeku 

mogu biti uzrok �š�}�‰�o�i�]�À�}�•�š�]�� �u�o�]�i�����v�]�Z�� �‰�Œ�}�š���]�v���� �Œ���Ì�o�]���]�š�}�P�� �]�v�š���v�Ì�]�š���š���� �Ì���}�P ekstracelularnih 

�‰�Œ�}�š�����Ì���X���K�•�o�}���}�����v�����(�Œ���l���]�i�����‰�Œ�}�š���]�v�����~�‰���‰�š�]���]�U�����u�]�v�}�l�]�•eline i amino-amonijak) odgovorne 

su za razvoj gorkog okusa i okusa �•�o�]���v�}�P�� �‰�o�]�v�µ�� ���u�}�v�]�i���l�µ�X�� �a�š�}�À�]�“���U�� �]���l�}�� �i���� �À�����]�v���� �‰�Œ�}�š�����Ì����

osjetljiva na toplinu, neki enzimi koji dolaze iz psihtrotrofnih bakterija su termostabilni i njihovi 

�“�š���š�v�]���µ���]�v���]���u�}�P�µ���•�����‰�}�i���À�]�š�]���]���µ��steriliziranim �u�o�]�i�����v�]�u���‰�Œ�}�]�Ì�À�}���]�u�����~Kim i sur., 1983.). 

���v�Ì�]�u�]�� �}���P�}�À�}�Œ�v�]�� �Ì���� �o�]�‰�}�o�]�Ì�µ�� �]�u���i�µ�� ���À���� �Œ���Ì�o�]���]�š���� �‰�}���Œ�]�i���š�o���X�� �^�À�i���Î�����l�Œ���À�o�i���� �u�o�]�i���l�}�� �•�����Œ�Î�]��

�o�]�‰�}�o�]�š�]���l���� ���v�Ì�]�u���W membransku lipazu i plazma lipazu. Iako njihova izolacija i karakteristike 

nisu u potpunosti �Œ���Ì�i���“�v�i���v���U��ti enzimi nemaju �Ì�v�������i���v�� �µ�šjecaj na sirovo mlijeko kada je 

mlijeko u fazi mirovanja i kada su masne globule netaknute. Podrijetlo lipaza �u�}�Î���� ���]�š�]��

povezano �•���v���Ì�����}�À�}�o�i���À���i�µ���]�u���Z�]�P�]�i���v�•�l�]�u���µ�À�i���š�]�u�� na farmi. Psihrotrofne �����l�š���Œ�]�i�����v���i�À��������

su prijetnja zbog njihove sposobnosti rasta na niskoj temperaturi i njihovog visokog 

�]�Ì�À���v�•�š���v�]���v�}�P�� ���i���o�}�À���v�i���X�� �E���i���l�š�]�À�v�]�i�]�� �]�� �v���i�µ�����•�š���o�]�i�]��mikroorganizmi i vrste bakterija imaju 

�Œ���o���š�]�À�v�}���l�Œ���š�l�}���Œ���Ì���}���o�i�����Œ���Ì�u�v�}�Î���À���v�i�����~�ð�����}���î�ð h) s rasponom temperature od 0 do 49 �£C. 

Jednako tako je �µ�š�À�Œ�����v����poveza�v�}�•�š���]�Ì�u�����µ���P�µ�•�š�}�����������l�š���Œ�]�i���U���‰�}�i���À�����}�“�š�������v�i�� i promjena 

sastava mlijeka. �<�������� �i���� �µ���]�}�� �u���•�š�]�� ���i���o�}�u�]���v�}�� �l�}�v��entriran (vrhnje, maslac, sir i �u�o�]�i�����v�]��

prah), mogu se pojav�]�š�]���}�“�š�������v�i�����v�����v�]�Î�]�u���l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���u����bakterija posebno tijekom duljeg 

�•�l�o�����]�“�š���vja. �h�����•�š���o�}�•�š���]�� �]�v�š���v�Ì�]�š���š�� �o�]�‰�}�o�]�Ì���� �‰�}�À�������À���� �•���� �‰�Œ�}�u�i���v�}�u���‰�}�����š�v�}�P�� �P�o�}���µ�o���Œ�v�}�P��

stanja masti. Dokazan je utjecaj endogenih ���]�u�����v�]�l�����v�����Î�]�À�}�š�]�v�i�µ�U���µ���}�À�}�u���•�o�µ�����i�µ���l�Œ���À�µ�U��������

je �µ���]�v���l���Z�Œ���v�i���v�i�����‰�}�À���Ì���v���•���(���Ì���u�����o���l�š�����]�i�����l�}�i�]���}���Œ�����µ�i�µ���•�]�v�š���Ì�µ���P�o�}���µ�o���Œ�v�����u���u��rane i 

stadij laktacije. Prekomjerno tresenje, dodavanje zraka, utjecaj topline i homogenizacija u 

�Œ���Ì�o�]���]�š�]�u�� �(���Ì���u���� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}���v�i���� �]�� �‰�Œ���Œ�������U���u�}�Î�����“�š���š�v�}�� �µ�š�i�������š�]�� �v���� �]�v�š���P�Œ�]�š���š�� �u���•�v���� �P�o�}���µ�o���U��
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�‰�}�š���l�v�µ�š�]�� �u�}���]�(�]�l�����]�i���� �]�Ì�u�����µ�� �u���•�v���� �]�� �v���u���•�v���� �(���Ì���� �]�� �‰�}�À�������š�]�� �‰�Œ�}��ese lipolize. Razvoj 

sustava proizvodnje mlijeka �l�}�i�]���l���Œ���l�š���Œ�]�Ì�]�Œ�����‰�Œ�}�“�]�Œ���v�i�����•�����]�Œ�v�]�Z �‰�}���Œ�µ���i���U���À�����µ mehanizaciju 

m�µ�Î�v�i���U���•���l�µ�‰�o�i���v�i�����]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�������}�À�}���]�����}�����µ�o�i���P���À�Œ���u���v�����‰�Œ���Œ�������X���d�]���•�µ�����]�u�����v�]���]���µ�����i���o�]�v�]��

���}�À���o�]�����}���]�Ì�Œ���Îenijeg stupnja kvarenja sirovine i �‰�}�Œ���•�š�����}�Œ�P���v�}�o���‰�š�]���l�]�Z���}�“�š�������v�i�����µ���P�}�š�}�À�}�u��

proizvodu (Kim i sur., 1983.). 

 

 

2.6. �D���š�}�������}���Œ�����]�À���v�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����µ���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ 

 
�h�l�µ�‰���v�����Œ�}�i�������l�š���Œ�]�i�����µ���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ���µ�š�À�Œ���µ�i�����•�������]�Œ���l�š�v�]�u���]�o�]���]�v���]�Œ���l�š�v�]�u���u���š�}�����u���X��

Direktne metode se dijele �v�������Œ�}�i���v�i���������l�š���Œ�]�i�����v�������À�Œ�•�š�}�u���Z�Œ���v�]�o�]�“�š�µ���]���u�]�l�Œ�}�•�l�}�‰�•�l�����u���š�}�����X��

�<�o���•�]���v�}�u�� �u���š�}���}�u�� �]�� �u�}���]�(�]�l�����]�i���u���� �l�o���•�]���v���� �u���š�}������ �µ�š�À�Œ���µ�i���� �•���� ���Œ�}�i�� �l�}�o�}�v�]�i���X�� �^�µ�‰�Œ�}�š�v�}�U��

mikroskopskim metodama - direktno brojanje bakterija pod mikroskopom, DEFT (Direct 

epifluorescence filter technique), automatskom epifluorescentnom mikroskopijom i 

�‰�Œ�}�š�}���v�}�u�����]�š�}�u���š�Œ�]�i�}�u��- ut�À�Œ���µ�i�µ���•�����‰�}�i�����]�v�����v�]���}�Œ�P���v�]�Ì�u�]�X���D���š�}�������Ì�����µ�š�À�Œ���]�À���v�i���������l�š���Œ�]�i����

�µ�� �u�o�]�i���l�µ�� �i�}�“�� �•�������]�i���o���� �]���v���� �l�À���o�]�š���š�]�À�v���� �]�� �l�À���v�š�]�š���š�]�À�v���X���<�À���o�]�š���š�]�À�v�]�u�� �u���š�}�����u���� ���}�l���Ì�µ�i���� �•����

prisutn�}�•�š�� �}���Œ�������v�]�Z�� �����l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z�� �À�Œ�•�š���U�� ���� ���]�Œ���l�š�v�]�u�� �l�À���v�š�]�š���š�]�À�v�]�u�� �u���š�}�����u���� �µ�š�À�Œ���µ�i���� �•����

ukupan ���Œ�}�i�������l�š���Œ�]�i���X���/�v���]�Œ���l�š�v�]�u���l�À���v�š�]�š���š�]�À�v�]�u���u���š�}�����u�����‰�Œ�}�•�µ���µ�i�����•�������Œ�}�i�������l�š���Œ�]�i�����v����

�}�•�v�}�À�]���v�i�]�Z�}�À�]�Z���u���š�����}�o�]���l�]�Z���‰�Œ�}���µ�l���š���X���E���i�����“�������•�����}���Œ�����µ�i�� �l�}�o�]���]�v�������d�W-a, piruvata, enzima 

�]�o�]���š�}�l�•�]�v�����~�^���u���Œ�Î�]�i�����]���•�µ�Œ�X�U���î�ì�ì�ð�X�•�X 

 
 

2.6.1. �<�o���•�]���v�����u���š�}���� �}���Œ�����]�À���v�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����µ���u�o�]�i���l�µ 

 
�<�o���•�]���v���� �uetoda temelji se na �}���Œ�����]�À���v�iu broja bakterija koje rastu na standardnom 

���À�Œ�•�š�}�u���Z�Œ���v�]�o�]�“�š�µ���µ���W���š�Œ�]�i���À�]�u���Ì���i���o�]�����u�����v���l�}�v���]�v�l�µ�������]�ie uzoraka na temperaturi od 6,5 �£����

kroz 10 dana (HRN ISO 6730:2010�•�X�� �^�À���l���� �‰�}�Œ���•�o���� �l�}�o�}�v�]�i���� �u�}�Î���� �•���� �Œ���Ì�À�]�š�]�� �]�Ì�� �‰�}�i�����]�v�����v����

�����l�š���Œ�]�i�•�l�����•�š���v�]�������]�o�]���]�Ì���v���l�µ�‰�]�v�����‰�}�i�����]�v�����v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z���•�š���v�]�����X�����}�P�}�À�}�Œ�}�u���i�����µ�•�À�}�i���v�}��������

svaka kolonija predstavlja jednu bakt���Œ�]�i�•�l�µ���•�š���v�]���µ�X���d���l�}���•�������Œ�}�i�������l�š���Œ�]�i�����µ���µ�Ì�}�Œ�l�µ���]�Ì�Œ�����µ�v���À����

na osnovi broja poraslih kol�}�v�]�i���X���<�o���•�]���v�����u���š�}�������Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P�����Œ�}�i���������l�š���Œ�]�i�����µ��

�u�o�]�i���l�µ���]���u�o�]�i�����vim proizvodima procjenjuje �š�}���v�}�•�š���}�•�š���o�]�Z���u���š�}�������Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P��

broja bakterij���X�� �'�o���À�v�]�� �v�����}�•�š���š���]�� �l�o���•�]���v���� �u���š�}������ �•�µ�� �]�Ì�Œ���Ì�]�š�}�� ���µ�P�}�� �À�Œ�]�i���u���� �‰�}�š�Œ�����v�}�� �Ì����
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dobivanje rezultata i neprikladnost metode u analizi velikog broja uzoraka mlijeka. Izrada 

�l�o���•�]���v�����u���š�}���� �u�}�Î�����•�����‰�Œ�]�l���Ì���š�]���µ���v���l�}�o�]�l�}���l�}�Œ���l���X 

Prvi korak ove metode je izrada otopine peptona (Slika 2.6.1.1. a)). M�]�i���“���v�i���u���í g peptona 

i 1000 mL destilirane vode dobiva se otopina peptona koja se potom sterilizira pri temperaturi 

121 �£�� 15-20 minuta�X�� �,�Œ���v�i�]�À���� �‰�}���o�}�P���� �Ì���� �v���•�����]�À���v�i����psihrotrofnih bakterija dobiva se 

otapanjem 20 g hranjive podloge (plate count agar with skim milk, Biolife) u 1 L vode. Hranjivu 

podlogu potrebno je kuhati do vrenja i preliti u �À���š�Œ�}�•�š���o�v�µ�����}���]���µ���l�}�i�����•�����v���l�}�v���š�}�P����sterilizira 

u autoklavu. U daljnjem postupku pipetom se uzorkuje 1 mL mlijeka koji se dodaje u epruvetu 

�l�}�i�����•�����Œ�Î���À�� 9 mL sterilne otopine peptona. Tako dobivena otopina mlijeka ima razr�i�������v�i����

10-1. Postupak je potrebno ponoviti ovisno o stupnju razr�i�������v�i���� �l�}�i�]�� �i���� �‰�}�š�Œ�������v�� �Ì����

�}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i���X���•���š�]�u���•�� sterilnom pipetom u dvije sterilne Petrijeve 

zdjelice stavi �‰�}���í���u�>���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�����}�š�}�‰�]�v�����]���µ���•�À���l�µ���W���š�Œijevu zdjelicu zalije se 12-15 mL hranjive 

podloge, zagrijane n�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]���}�����ð�ñ���£�� (Slika 2.6.1.1. b)). Kada se podloga ohladi i stvrdne, 

Petrijeve zdjelice se hlade u hladnjaku �v�����ð���£���X���/�v�l�µ�������]�i�����‰�Œ�]�‰�Œ���u�o�i���v�]�Z���µ�Ì�}�Œ���l�����š�Œ���i����10 dana. 

Na�l�}�v�� �P�}�š�}�À���� �]�v�l�µ�������]�i���U�� �}���Œ�����]�À���v�i�� broja kolonija psihrotrofnih bakterija na Peterijevim 

zdjelicama ra���µ�v�� se prema posebnoj formuli: 

 

�$�N�K�F���I�E�G�N�K�K�N�C�=�J�E�V�=�I�=���I�. 
L��
�����6��������

�s�š���•�s
E�r�á�s���š���•�t
�†

 

gdje predstavlja: �6 C - suma svih kolonija na svim izbrojanim zdjelicama 

                        n1 �t ���Œ�}�i���]�Ì���Œ�}�i���v�]�Z���Ì���i���o�]�������µ���‰�Œ�À�}�u���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�i�µ 

                        n2 �t ���Œ�}�i���]�Ì���Œ�}�i���v�]�Z���Ì���i���o�]�������µ�����Œ�µ�P�}�u���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�i�µ 

                        d �t �(���l�š�}�Œ���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�i�����‰�Œ�À�}�P���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�i���X 

(Izvor: Prezentacija iz kolegija M�o�]�i���l�}���]���u�o�]�i�����v�]���‰�Œ�}�]�Ì�À�}���]�U��Mikulec, 2017/18) 
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a)                                                                       b) 

 

Slika 2.6.1.1. a) Prikaz otopine peptona b) Prelijevanje hranjive podloge na Petrijevu zdjelicu 

 

 

2.6.2. �D���š�}�������‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�� 

 
�W�Œ�]�v���]�‰�� �Œ�������� �]�v�•�š�Œ�µ�u���v���š���� �����Ì�]�Œ���v�]�Z�� �v���� �u���š�}���]�� �‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���� �Ì���•�v�]�À���� �•����

prvenstveno �v���� �(�]�o�š�Œ�]�Œ���v�i�µ�� �µ�Ì�}�Œ�l���� �u�o�]�i���l���� �l�}�i�]�� �•���� �u�]�i���“���� �•���� �•�‰�����]�(�]���v�]�u�� �]�v�l�µ�������]�i�•�l�]�u��

�Œ�����P���v�•�}�u�� �~�‰�µ�(���Œ�U�� ���v�Ì�]�u�•�� �‰�}�u�}���µ�� �l�}�i���P�� �•���� �]�Ì�� �u�o�]�i���l���� �]�Ì���À���i���i�µ�� �•�À���� �l�}�u�‰�}�v���v�š���� �}�•�]�u��

bakterija. Nakon filtracije �µ�Ì�}�Œ���l���‰�Œ�}�š�i���������µ���}���o�]�l�µ���š���v�l�����v�]�š�]���l�Œ�}�Ì�����]�i���À���l�}�i�µ���}�•�À�i���š�o�i���À�����o���•���Œ�•�l�] 

izvor svjetlosti te fluorescencijom deoksiribonukleinske kiseline (DNK) oboji bakterijske 

�•�š���v�]�����X�� �E���� �l�Œ���i�µ�� �‰�Œ�}�����•���� �����š���l�š�}�Œ�� �}���]�š���À���� �(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�v���� �•�À�i���š�o�}�•�v���� �]�u�‰�µ�o�•���� �š����na osnovu 

�i�����v�����Î�������o�]�v�����Œ�v�����Œ���P�Œ���•�]�i�����]�Ì�Œ�����µ�v���À�����µ�l�µ�‰���v�����Œ�}j bakterija u mlijeku (Slika 2.6.2.1.). Cijeli 

postupak je automatiziran pa je u �i�����v�}�u�� �•���š�µ���u�}�P�µ������ ���v���o�]�Ì�]�Œ���š�]��do 150 uzoraka ovisno o 

modelu intrumenta. Metoda je prikladna za analizu velikog broja uzoraka mlijeka. Prije 

�‰�}�����š�l���������l�š���Œ�]�}�o�}�“�l���� ���v���o�]�Ì���� �u�o�]�i���l���� �‰�Œ�}�š�}��nom citometrijom, instrument se kontrolira 

standardom poznate vrijednosti radi provjere gornjeg i donjeg praga detekcije, stabilnosti 

instrumenta i utjecaja stabilnosti instrumenta na rezultat �•�o�i�����������P���µ�Ì�}�Œ�l���X���W�Œ���u�����•�‰�����]�(�]�l�����]�i�]��

�‰�Œ�}�]�Ì�À�}�����������‰�}�š�Œ�����v�����i�����]���•�o�]�i���‰�����‰�Œ�}���� koja mora pokazivati manje od 3 detektirana impulsa. 
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�D�i���Œ�v�}���‰�}���Œ�µ���i����instrumenta iznosi od < 10 impulsa do > 70 �ì�ì�ì���]�u�‰�µ�o�•���U���“�š�}���i�����]�Ì�Œ���Î���v�}���µ��

�i�����]�v�]���]���l�o���•�]���v�����u���š�}�������î 900 do 32 milijuna bakterija u 1 mL mlijeka. Obojene bakterije u 

analiziranom uzorku broje se kao impulsi i predstavljaju pojed�]�v�����v�µ�������l�š���Œ�]�i�•�l�µ��stanicu (eng. 

IBC- Indvidual Bacterial ���}�µ�v�š�•�X�� �W�Œ���u���� �u�����µ�v���Œ�}���v�}m standardu (FIL-IDF, 100B:1991), 

ukupan broj �����l�š���Œ�]�i�����µ���u�o�]�i���l�µ���]�Ì�Œ���Î���À�����•�����l���}�����Œ�}�i���l�}�o�}�v�]�i�����µ�š�À�Œ�����v���l�o���•�]���v�}�u���u���š�}���}�u��(eng. 

CFU- Colony Forming Units). Zbog toga se, analizom linearne regresije, rezultati ukupnog broja 

�����l�š���Œ�]�i�����µ�š�À�Œ�����v�]�Z���u���š�}���}�u���‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�����‰�Œ���Œ�����µ�v���À���i�µ���µ���i�����]�v�]���µ���l�o���•�]���v�����u���š�}����. 

�/�Ì�Œ���Î���À���v�i���� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� ���v���o�]�Ì���� �i�����v���� �u���š�}������ �µ�� �i�����]�v�]���µ druge metode naziva se konverzija 

rezultata. O���Œ�����]�À���v�i���� ���Œ�}�i���� �����l�š���Œ�]�i�� �µ�� �u�o�]�i���l�µ�� �‰�Œ�}�š�}���v�}�u�� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i�}�u���v���� �µ�Œ�������i�µ��

�cBactoscan FC�  ̂standardnom metodom HRN EN ISO 21187 te HRN EN ISO 4833-1 �}���Œ�����µ�i����se 

�µ�l�µ�‰�v�]�����Œ�}�i���‰�}�i�����]�v�����v�]�Z�������l�š���Œ�]�i�����~�/�����•���l�}�i�]���‰�Œ�����•�š���À�o�i�����µ�l�µ�‰���v�����Œ�}�i���Î�]�À�]�Z���]���v���Î�]�À�]�Z�������l�š���Œ�]�i���X��

Taj broj se konvertira �µ���µ�l�µ�‰���v�����Œ�}�i���Î�]�À�]�Z psihrotrofnih bakterija (CFU) referentnom metodom 

HRN ISO 6730 �~�^���u���Œ�Î�]�i�����]���•�µ�Œ�X�U���î�ì�ì�ð�X�•. 

 

 

Slika 2.6�X�î�X�í�X���K���Œ�����]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P�����Œ�}�i���������l�š���Œ�]�i�����‰�Œ�}�š�}���v�}�u�����]�š�}�u���š�Œ�]�iom  
�~�^���u���Œ�Î�]�i�����]���•�µ�Œ�X, 2004.) 

 
 

�W�Œ�����v�}�•�š���}���Œ�����]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P�����Œ�}�i�����u�]�l�Œ�}�}�Œ�P���v�]�Ì���u�����u���š�}���}�u���‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�� 

je brzina i automatiziranost metode. R���(���Œ���v�š�v���� �u���š�}������ �Ì���� �}���Œ�����]�À���v�i���� �µ�l�µ�‰�v�}�P�� ���Œ�}�i����

�u�]�l�Œ�}�}�Œ�P���v�]�Ì���u���� �š���u���o�i�]�� �•���� �v���� �l�o���•�]���v�}�u�� ���Œ�}�i���v�i�µ�� �l�}�o�}�v�]�i����izraslih na hranjivoj podlozi 

pogodnoj za rast svih mikroorganizama �µ�� �u�o�]�i���l�µ�X�� �/�v�•�š�Œ�µ�u���v�š�� �cBactoscan FC�^�� �l�}�i�]�� �Œ�����] na 

�‰�Œ�]�v���]�‰�µ���‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���� ���]�Œ���l�š�v�}�� �}���Œ�����µ�i�� �‰�}�i�����]�v�����v���� �����l�š���Œ�]�i�•�l���� �•�š���v�]������ �~�/�����•�� �~���v�P�X��

Individual Bacteria Count), dok broj kolonija (CFU) (eng. Colony Forming Unit) prema kojem se 
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�}���Œ�����µ�i���� �Z�]�P�]�i���v�•�l�� kvaliteta mlijeka, �‰�Œ���Œ�����µ�v���À�� na temelju takozvane konverzije. Glavni 

rezultat instrumentalne me�š�}������ �‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���� �i���� �µ�‰�Œ���À�}�� ���Œ�}�i�� �l�}�o�}�v�]�i���� �~CFU) kao 

pokazatelj higijenske kvalitete mlijeka. Za vjerodostojnu konverziju rezultata potrebno je 

�‰�Œ�}�À���•�š�]���À�����]�����Œ�}�i�����v���o�]�Ì�����l�}�Œ�]�•�š�����]���]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š���o�v�µ���]���Œ���(���Œ���v�š�v�µ���u���š�}���µ���v�����i���‰�o�i�]�À���v�i�����µ�Ì�}�Œ���l����

mlijeka na hranjivu podlogu (HRN EN ISO 4833-1:2013) zbog velikih oscilacija u rezultatima 

�u�]�l�Œ�}���]�}�o�}�“�l�]�Z�� ���v���o�]�Ì���X�� ���}���]�À���v�]�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�� �•���� �l�}�Œ�]�•�š���� �Ì���� �]�Ì�Œ�����µ�v�� �‰���Œ���u���š���Œ���� �c���^�� �]�� �c���^�� �µ��

�i�����v�����Î���]���‰�Œ���À�������Ç�A ax + b. Na temelju impulsa IBC rezultati se transformiraju u broj kolonija 

(CFU). Impulsi predstavljaju nezavisnu (x), a broj kolonija zavisnu varijablu (y) (Slika 2.6.2.2.). 

�/�Ì���Œ���Ì�µ�o�š���š�������}���]�À���v�]�Z���u���š�}���}�u���‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�����~�Æ�•���v�����}�À���i���v�����]�v���u�}�P�µ�������i�����•���š�}���v�}�“���µ��

�‰�Œ�}�À�i���Œ�]�š�]�� �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�� �Œ���(���Œ���v�š�v���� �l�o���•�]���v���� �u���š�}���� (y) (CFU�•�X�� �E���� �}�À���i�� �v�����]�v�� �µ�� �•�]�•�š���u�•�l�]�� ���]�}��

�]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š���� �‰�}�•�š���À�o�i���v�� �i���� �‰�}�•�������v�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�� �Ì���� �l�}�v�À���Œ�Ì�]�i�µ�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �Ì���� �}���Œ�����]�À���v�i���� ���Œ�}�i����

psihrotrofnih bakterija u mlijeku. Analiza koja referentnom metodom traje 10 dana, 

instrumentalnom metodom je �Œ���Ì�µ�o�š���š���u�}�P�µ���������}���]�š�]���µ���î0-ak minuta.  

 

 

Slika 2.6.2.2. Primjer konverzijskog pravca (Izvor: Prezentacija iz kolegija M�o�]�i���l�}���]���u�o�]�i�����v�]��

proizvodi, Mikulec, 2017/18) 
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3. MALDI-TOF tehnika identifikacije psihrotrofnih bakterija u 

sirovom mlijeku 

  

3.1. Spektrometrija masa 

 
Spektrometrija masa je tehnika ���v���o�]�Ì���� �l�}�i�}�u�� �•���� �‰�}�u�}���µ��spektrometra masa �}���Œ�����µ�i����

omjer mase i naboja iona u visokom vakuumu. Spektrometar masa sastoji se od 3 glavna dijela: 

�]�}�v�•�l�}�P�� �]�Ì�À�}�Œ���� �µ�� �l�}�i���u�� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �‰�Œ���À�}�����v�i���� �u�}�o���l�µ�o���� �µ�Ì�}�Œ�l���� �µ�� �‰�o�]�v�}�À�]�š���� �]�}�v��, analizatora 

mase koji razdvaja ione u odnosu na njihov omjer mase i naboja te detektora. 

 

 

Slika 3.1.1. Prikaz koraka u analizi spektrometrijom masa 
 
 
 

Ionizacija molekule analita provodi se primanjem ili gubitkom elektrona. Taj proces 

�u�}�Î���� ���]�š�]�� �Ì���‰�}�����š�� �µtjecajem elektrona (Electron impact, EI), ionizacijom koja je potaknuta 

atomima (Fast Bombardment Ionization, FAB) ili protonima (Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization; MALDI; electrospray ionization, ESI). Proces separacije �]�}�v���� �u�}�Î���� �•���� �]�Ì�À�}���]�š�]��

raz�o�]���]�š�]�u�� �‰�}�•�š�µ�‰���]�u���U�� �}���� �l�}�i�]�Z�� �•�µ�� �v���i�µ�����•�š���o�]�i�]�W�� �•���‰���Œ�����]�i���� �]�}�v���� �u���P�v���š�•�l�]�u�� �]�� ���o���l�š�Œ�]���v�]�u��

poljem (sector field instruments), separacija unutar RF polja (quadrupol), separacija 

magnetsko ionskim klopkama (on trap, IT) i separacija nakon vremena leta u ionskoj cijevi 

(Time-of-Flight instruments, TOF). MALDI spektrometrija masa krajem 1980. godine postaje 

�i�����v���� �}���� �v���i�À���Î�v�]�i�]�Z�� �u���š�}������ ���v���o�]�Ì���� �‰���‰�š�]������ �]�� �‰�Œ�}�š���]�v���X�� �K�À���� �š���Z�v�]�l���� �}�u�}�P�µ���µ�i���� �‰�Œ�����]�Ì�v�}��

�}���Œ�����]�À���v�i�� �u���•���� �À���o�]�l�]�Z���š���Œ�u�]���l�]���v���•�š�����]�o�v�]�Z�� �•�‰�}�i���À�� poput proteinskih molekula (Singhal i 

sur., 2015.). 
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3.2. MALDI tehnika 

 

MALDI tehnika ionizacije se temelji na desorpciji analita kristaliziranog u �•�µ�À�]�“�l�µ��

molekula �u���š�Œ�]�����X���D�}�o���l�µ�o���� �u���š�Œ�]������ �•�o�µ�Î�]�� �l���}�� �v�}�•������ �Ì���� �]�}�v���� �l�}�i�]�� �•�µ�� �P���v���Œ�]�Œ���v�]�� �]�Ì�� �‰�}�o���Œ�v�]�Z�� �]�o�]��

nabijeni�Z���u�}�o���l�µ�o�������]�}�‰�}�o�]�u���Œ���X���E���l�}�v���o���•���Œ�•�l�}�P���‰�µ�o�•�����]���‰�}�����š�l�����Ì�Œ�������v�i�����~�h�s���‰�}���Œ�µ���i���•�����}�o���Ì�]��

���}���v���P�o�}�P���Ì���P�Œ�]�i���À���v�i�����u�}�o���l�µ�o�����u���š�Œ�]�������Ì���}�P�����‰�•�}�Œ�‰���]�i�������v���Œ�P�]�i�����l�}�i�µ���}�v�����}�•�o�}�����������µ���}���o�]�l�µ��

topline. Tijekom naglog zagrijavanja dolazi do desorpcije matrice i analita u plinovitu fazu. Za 

MALDI eksperimente matrica mora zadovoljiti nekoliko osnovnih uvjeta. Mora apsorbirati na 

�À���o�v�}�i�� ���µ�o�i�]�v�]�� �Ì�Œ�������v�i���� �o���•���Œ�•�l�}�P�� �‰�µ�o�•���U�� �u�}�Œ���� �•���� ���}���Œ�}�� �}�š���‰���š�]�� �µ�� �}�š���‰���o�]�u���� �µ�� �l�}�i�]�u���� �•���� �š�}�‰�]��

molekula analita, mora dobro izolirati molekule analita te kokristalizirati s biomolekulama 

���v���o�]�š�����š�����}�u�}�P�µ���]�š�]�����}���Œ�����]�}�v�]�Ì�����]�i�•�l�����µ�À�i���š�����l���}���“�š�}���•�µ�������À���v�i�����]�o�]���‰�Œ�]�u���v�i�����‰�Œ�}�š�}�v���X��Na taj 

�v�����]�v�� �i���� �l�}�v�š�Œ�}�o�]�Œ���v�� �‰�Œ�]�i���v�}�•�� ���v���Œ�P�]�i���� �o���•���Œ�•�l�}�P�� �‰�µ�o�•���� �š���� �i���� �u�}�o���l�µ�o���� ���v���o�]�š���� �Ì���“�š�]�����v���� �}����

�•�µ�À�]�“�l�������v���Œ�P�]�i�����l�}�i�������}�À�}���]�����}���vjene degradacije. �E���i�����“�������l�}�Œ�]�“�š���v�����u���š�Œ�]�������•�µ�W���r-cijano-4-

hidroksicimetna kiselina, 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina, sinapinska kiselina, jantarna 

kiselina i nikotinska kiselina. �W�Œ�����v�}�•�š�� �}�À���� �š���Z�v�]�l���� �i���� �u�}�P�µ���v�}�•�š�� �‰�Œ�]�u�i���v���� �•��visokom 

�}�•�i���š�o�i�]�À�}�“���µ��te snim���v�i���� �“�]�Œ�}�l�}�P�� �Œ���•�‰�}�v���� ���]�}�o�}�“�l�]�Z�� �u�}�o���l�µ�o���� �l�}�i���� �µ�l�o�i�µ���µ�i�µ�� �]�� �v���š�}�‰�]�À����

�u�}�o���l�µ�o���� �l���}�� �“�š�}�� �•�µ�� �}�o�]�P�}�•���Z���Œ�]���]�U�� �P�o�]�l�}�o�]�‰�]���]�� �]�� �‰�}�o�]�v�µ�l�o���}�š�]���]�X Za MALDI tehniku koriste se 

�‰�µ�o�•�v�]�� �o���•���Œ�]�� �•���� �“�]�Œ�]�v�}�u�� �š�Œ���i���v�i���� �‰�µ�o�•���� �}���� �í�� ���}�� �î�ì�ì�� �v�•�� �~�h�s�� �o���•���Œ�]�U�� �E�� 337 nm) i Q-prekidani 

Nd:YAG (355 i 266 nm). �E���i�����“�������•�����l�}�Œ�]�•�š�]���D���>���/���š���Z�v�]�l�����µ���l�}�u���]�v�����]�i�]���•���d�K�&�����v���o�]�Ì���š�}�Œ�]�u����

�u���•���� �l�}�i�]�� �]�•�š�}�À�Œ���u���v�}�� ���]�o�i���Î���� �•�]�P�v���o�� �•�À�]�Z�� �]�}�v���� �]�� �•�À���l�}�P�� �o���•���Œ�•�l�}�P�� �‰�µ�o�•���� �š���� �]�u���i�µ�� �‰�Œ�]�À�]���v�}��

�v���}�P�Œ���v�]�����v�µ���Pornju detekcijsku granicu masa �~�<���Ì���Ì�]�����]���•�µ�Œ�X, 1999.; Bruker Daltonics 2004.; 

Singhal i sur., 2015.). 
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3.3. MALDI-TOF analizator mase s vremenom leta  

 
Ioni nastali u ionskom izvoru se u analizatoru masa s vremenom leta (TOF) ekstrahiraju i 

�µ���Œ�Ì���À���i�µ���•�š���š�]���v�]�u�����o���l�š�Œ�]���v�]�u���‰�}�o�i���u�X���h���Œ�Ì���À���i�µ���]���‰�}�š���v���]�i���o���P�]�����v�i�����]�}�v�����i����konstantan te 

�•�µ���]�}�v�]���µ���Œ�Ì���v�]�����}���(�]�l�•�v�����l�]�v���š�]���l�������v���Œ�P�]�i���X���h���Œ�Ì���À���i�µ���]���‰�}�š���v���]�i���o���]�}�v�����u�}�Î�������]�š�]���}�����í�����}���ð�ì��

kV, a duljina puta od 0,1 do 3 m. Ubrzani ioni na putu do detektora se razdvajaju na temelju 

razlike u omjeru mase i naboja. Detektor proizvodi signal na kraju analizatora prema prolasku 

svakog ionskog paketa. TOF maseni spektrometar predstavlja signal detektora u funkciji 

vremena. Vrijeme produkcije iona, �‰�}�����š�v���� �Œ���•�‰�}���i���o���� ���Œ�Ì�]�v���� �]�� �À�Œ�]�i���u���� ���l�•�š�Œ���Z�]�Œ���v�i���� �]�}�v����

u�š�i�����µ���v�����“�]�Œ�]�v�µ�������š���l�š�]�Œ���v�}�P���•�]�P�v���o���X���a�]�Œ���v�i�����]�}�v�����v���l�}�v�������•�}�Œ�‰���]�i�����Œ�����µ���]�Œ���v�}���i�����µ�P�Œ�����v�i�}�u��

ionskog zrcala na kraju analizatora. �/�}�v�]���À���������l�]�v���š�]���l�������v���Œ�P�]�i�����‰�Œ�]�i�������}�o���Ì�������}���]�}�v�•�l�}�P���Ì�Œ�����o����

i dublje prodiru u zrcalo tijekom reflekcije, dok ioni manje kineti���l�������v���Œ�P�]�i�����Ì���}�•�š���i�µ���]���•���u�]�u��

�š�]�u�����l���•�v�]�i�����•�š�]�Î�µ���v���������š���l�š�}�Œ���“�š�}���‰�}���}�o�i�“���À�����Œ���Ì�o�µ���]�À���v�i����instrumentu ovog tipa �~�<���Ì���Ì�]�����]���•�µ�Œ�X�U��

1999.). 

 

 

Slika 3.4.1. a) Linearni i b) spektrometar masa (TOF) s ionskim zrcalom koji se koristi za 

MALDI-MS �~�<���Ì���Ì�]�����]���•�µ�Œ�X�U���í�õ�õ�õ.) 
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3.4. Postupak uzorkovanja MALDI-TOF tehnikom 

 
�/�}�v�]�Ì�����]�i���������•�}�Œ�‰���]�i�}�u���o���•���Œ�•�l�}�P���Ì�v�������v�i�����]�o�]���D���>���/-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization) u analizi uzorka generira ione u plinovitoj fazi isparavanjem smjese matrica - analit. 

Jednostavnost spektra MALDI-�d�K�&�� �š���Z�v�]�l���� �}�u�}�P�µ�����À���� �]�Ì�Œ���À�v�µ�� �l���Œ���l�š���Œ�]�Ì�����]�i�µ�� ���]�}�o�}�“�l�]�Z��

smjesa bez prethodne izolacije uzorka. MALDI-�d�K�&�� �š���Z�v�]�l���� �•���� �‰�Œ�]�u�i���v�i�µ�i���� �Ì���� �}���Œ�����]�À���v�i����

molekulskih masa, sekvenci, aktivnih mjesta i strukture biomolekula na pikomolskoj razini. 

Bakterije su identificirane primjenom MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 

- �d�]�u���� �}�(�� �&�o�]�P�Z�š�V�� �u���š�Œ�]���}�u�� �‰�}�š�‰�}�u�}�P�v�µ�š���� �]�}�v�]�Ì�����]�i���� �����•�}�Œ�‰���]�i�}�u�� �o���•���Œ�•�l�}�P�� �Ì�Œ�������v�i�� - 

���v���o�]�Ì���š�}�Œ���u���•���� �•�� �À�Œ���u���v�}�u�� �o���š���•�� �•�‰���l�š�Œ�}�u���š�Œ�]�i���� �u���•���� �l�}�Œ�]�•�š�����]��Microflex LT spektrometar 

�u���•�����~���Œ�µ�l���Œ�������o�š�}�v�]�l�U�����Œ���u���v�U���E�i���u�����l���•���]���D���>���/�����]�}�š�Ç�‰���Œ���ï�X�ì���Œ�����µ�v���o�v�]���‰�Œ�}�P�Œ���u�X�� 

MALDI-TOF tehnika snimanjem ���]�}�o�}�“�l�}�P�� �u���š���Œ�]�i���o���� �Œ���Ì�µ�o�š�]�Œ���� �l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]���v�]�u�� �•�‰���l�š�Œ�]�u����

masa proteina za svaki mikroorganizam. Identifikacija i klasifikacija mikroorganizma provodi 

se usporedbom (�cpattern matching� )̂ MALDI-TOF spektra nepoznatog uzorka s referentnim 

spektrima pohranjenim u biblioteci mikroorganizama i obradom istih �‰�}�u�}���µ���D���>���/�����]�}�š�Ç�‰���Œ 

3.0 �Œ�����µ�v���o�v�}�P�� �‰�Œ�}�P�Œ���u���X Maseni spektri su automatski �P���v���Œ�]�Œ���v�]�� �‰�}�u�}���µ�� �u�]���Œ�}�(�o���Æ�� �>�d��

�D���>���/�� �d�K�&�� �u���•���v�}�P�� �•�‰���l�š�Œ�}�u���š�Œ���� �~���Œ�µ�l���Œ�� �����o�š�}�v�]�l�U�� ���Œ���u���v�U�� �E�i���u�����l���•�� �l�}�i�]�� �i���� �l�}�Œ�]�“�š���v�� �µ��

linearnom pozitivnom modu unutar raspona mase od 2 000 - 20 000 Da. Instrument je 

�l���o�]���Œ�]�Œ���v�� �‰�}�u�}���µ�� ���Œ�µ�l���Œ�� �����l�š���Œ�]�i�•�l�}�P�� �•�š���v�����Œ���v�}�P�� �š���•�š���X �•�����]�o�i���Î���v�]�� �u���•���v�]�� �•�‰���l�š�Œ�]�� �•�µ��

�}���Œ�������v�]�� �D���>���/�� ���]�}typer 3.0 softverskim paketom (Bru�l���Œ�� �����o�š�}�v�]�l�U�� ���Œ���u���v�U�� �E�i���u�����l���• 

�l�}�Œ�]�•�š�����]���•�š���v�����Œ���v�����‰�}�•�š���À�l���X���/�Ì�o���Ì���µ���D���>���/�����]�}�š�Ç�‰���Œ�µ���i�����o�}�P���À�Œ�]�i�����v�}�•�š���Œ���Ì�µ�o�š���š�����µ���Œ���•�‰�}�v�µ���ì 

- 3,0 koja predstavlja vjerojatnost ispravne id���v�š�]�(�]�l�����]�i���� �]�Ì�}�o���š���U���]�Ì�Œ�����µ�v���š���� �µ�•�‰�}�Œ�����]�À���v�i���u��

pikova (engl. peak) nepoznatog izolata s referentnim spektrom u biblioteci mikroorganizama. 

Identifikacijski kriteriji (Tablica 3.5.1.) �‰�}�•�š���À�o�i���v�]���•�µ���•�o�i���������]�u���Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u���W���}���i���v�����}�����î�X�ï�ì�ì�����}��

�ï�X�ì�ì�ì�� �µ�‰�µ���µ�i���� �va vrlo vjerojatnu identifikaciju na razini vrste, ocjena od 2.000 do 2.299 

�µ�‰�µ���µ�i�����v�����•�]�P�µ�Œ�v�µ���]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�µ���Œ�}�������•���u�}�P�µ���}�u���]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u���À�Œ�•�š���U���}���i���v�����}�����í�X�ó�ì�ì�����}��

1.999 ukazuje na vjerojatnu identifikaciju na razini roda, a rezultat od < 1.700 smatra se 

nepouzdanim. Podaci dobiveni s dva ponavljanja dodani su kako bi se minimizirao bilo koji 

�•�o�µ�����i�v�]�� �µ���]�v���l�X�� �W�Œ�]�•�µ�š�v�}�•�š�� �]�o�]�� �}���•�µ�š�v�}�•�š�� �‰�]�l�}�À���� �µ�•�‰�}�Œ�������v���� �i�� �}�š�]�•���]�u���� �‰�Œ�•�š�]�i�µ�� �Ì���� �}���Œ�������v�]��

izolat. Identifikacija izolata odgovarala je vrsti referentnog soja s najboljim podudaranjem u 

bazi podataka. 
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Tablica 3.5.1. Identifikacijski kriteriji na razini vrste i roda (eng. Bruker Daltonik MALDI Biotyper 

Classification Results) 

 

Ocjena Opis Simbol Boja 

2.300 - 3.000 vrlo vjerojatna identifikacija na razini vrste ( +++ ) zelena 

2.000 - 2.299 
�•�]�P�µ�Œ�v�����]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�����Œ�}�������•���u�}�P�µ���}�u���]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u��

vrste 
( ++ ) zelena 

1.700 - 1.999 vjerojatna identifikacija na razini roda ( + ) �Î�µ�š�� 

0.0 �� 1.699 nepouzdana identifikacija ( - ) crvena 
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4. Materijali i metode rada 

 
4.1. Uzorkovanje i analiza mlijeka 

 
Ukupno je s���l�µ�‰�o�i���v�}�� �ï�ì�� �µ�Ì�}�Œ���l���� �u�o�]�i���l���� �l�}�i�]�� �•�µ�� �µ�Ì�]�u���v�]�� �]�� ���v���o�]�Ì�]�Œ���v�]�� �µ�� �ï�� �Œ���Ì�o�]���]�š����

vremenska intervala u zimu 2018. godine. Prvih deset uzoraka mlijeka je uzeto 12. studenog 

2018. godine, drugih deset 19. studenog 2018. godine, a zadnjih deset uzoraka 10. prosinca 

�î�ì�í�ô�X�� �P�}���]�v���X�� �Z���Ì�o�}�P�� �µ�Ì�]�u���v�i���� �µ�Ì�}�Œ���l���� �µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�}�u�� �À�Œ���u���v�•�l�}�u�� �]�v�š���Œ�À���o�µ�� �i���� �‰�Œ�]�l���Ì���š�]��

raznolikost broja i zastupljenosti psihrotrofnih bakterija u sirovom mlijeku. Na instrumentu 

�cBactoscan FC�  ̂ (Foss Electric, Danska) je izmjeren ukupan broj bakterija (UBB), odnosno 

ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (eng. Colony Forming Units - CFU), metodom 

�‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���� �~�/�^�K�� �î�í�í�ô�ó�W�î�ì�ì�ð�U�� �,�Z�E�� �/�^�K�� �ð�ô�ï�ï�W�î�ì�ì�ï�•�� �µ�Ì�� �l�}�Œ�]�“�š���v�i���� �]�v�š���Œ�v�}�P�� �(���l�š�}�Œ����

korekcije IBC-a (eng. Individual Bacterial Count).  

 

4.2. Referentna metoda �}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i���������l�š���Œ�]�i�� �v�������À�Œ�•�š�}�u���Z�Œ���v�]�o�]�“�š�µ 

 
R���(���Œ���v�š�v�����u���š�}�������Ì�����}���Œ�����]�À���vje broja bakterija na ���À�Œ�•�š�}�u���Z�Œ���v�]�o�]�“�š�µ���u�}�Î�����•�����}�‰�]�•���š�]���µ��

nekoliko koraka. Prvi korak referentne metode je izrada otopine peptona, m�]�i���“���v�i���u�� �í g 

peptona i 1 000 mL destilirane vode. Pripremljena otopina peptona se prelijeva u epruvete i 

sterilizira u autoklavu pri 121 �£����u trajanju od 20 minuta. Drugi korak je priprema hranjive 

podloge. �,�Œ���v�i�]�À���� �‰�}���o�}�P���� �Ì���� �v���•�����]�À���v�i����psihrotrofnih bakterija se dobiva otapanjem 20 g 

hranjive podloge u 1 L vode. Hranjivu podlogu potrebno je kuhati do vrenja i preliti u 

�À���š�Œ�}�•�š���o�v�µ�� ���}���]���µ�� �l�}�i���� �•���� �v���l�}�v�� �š�}�P���� ���µ�š�}�l�o���À�]�Œ�� �~�í�î�í�� �£���U�� �î�ì�� �u�]�v�µ�š���•. �•���� �‰�Œ�}�À�}�����v�i����

referentne metode potrebno je pripremiti 10 uzoraka mlijeka koji  su prethodno analizirani u 

instrumentu �cBactoscan FC� ;̂ otopine peptona s kojima se provodi �Œ���Ì�o�]���]�š�]���•�š�µ�‰���v�i���Œ���Ì�Œ�i�������v�i���U��

�}�À�]�•�v�}�� �}�� �}���]�š���v�}�u�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�µ�� ���&�h�� �µ�� �cBactoscan FC� -̂u; sterilizirane Petrijeve zdjelice, 

sterilizirane nastavke za pipete, steriliziranu automatsku pipetu i vortex (�š�Œ���•����) koji 

�µ�i�����v�������v�}���u�]�i���“�����µ�Ì�}�Œ���l���u�o�]�i���l�����]���}�š�}�‰�]�v�µ���‰���‰�š�}�v�����µ�����‰�Œ�µ�À���š�]�X  
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Slika 4.2.1. Materijal �‰�}�š�Œ�������v���Ì�����‰�Œ�}�À�}�����v�i����referentne metode �v�������À�Œ�•�š�}�u���Z�Œ���v�]�o�]�“�š�µ 

 

U daljnjem postupku pipetom se uzorkuje 1 mL mlijeka koji se ispipetira u epruvetu 

�l�}�i�����•�����Œ�Î���À�� 9 mL sterilne otopine peptona. Tako dobivena otopina mlijeka ima razr�i�������v�i����

10-1. �W�}�•�š�µ�‰���l�� �i���� �‰�}�š�Œ�����v�}�� �‰�}�v�}�À�]�š�]�� �}�À�]�•�v�}�� �}�� �•�š�µ�‰�v�i�µ�� �Œ���Ì�Œ�i�������v�i���� �l�}�i�]�� �i���� �‰�}�š�Œ�������v za 

�}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i���X�� 

 

a) b) 

 

Slika 4.2.2. a) Prikaz uzorkovanja 1 mL mlijeka pipetom b) Pipetiranje uzorka mlijeka u 

epruvetu s otopinom peptona 
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Zatim se sterilnom pipetom u dvije sterilne Petrijeve zdjelice stavi �‰�}���í���u�>���Œ���Ì�Œ�]�i�������v����

otopine i u svaku Petrijevu zdjelicu zalije se 12-15 mL hranjive podloge, zagrijane do 

temperature �}�����ð�ñ���£�����~�^�o�]�l�����ð�X�î�X�ï.).  

 

 
 

Slika 4.2.3�X���W�Œ�]�l���Ì���‰�Œ���o�]�i���À���v�i�����Z�Œ���v�i�]�À�����‰�}���o�}�P�����v�����Œ���Ì�Œ�]�i������nu otopinu u Petrijevu zdjelicu 

 
Kada se podloga ohladi i stvrdne, Petrijeve zdjelice se hlade u hlad�v�i���l�µ���v�����ð���£���X���/�v�l�µ�������]�i����

pripremljenih uzoraka traje 10 dana. Nakon inkubacije, uzorci se pripremaju za MALDI-TOF 

�š���Z�v�]�l�µ�� �l�}�i���� �•���� �µ�� �}�À�}�u�� �•�o�µ�����i�µ�� �‰�Œ�}�À�}���]�� �v���� �/�v�•�š�]�š�µ�š�µ�� �Z�µ�����Œ�� ���}�“�l�}�À�]���� �µ�Ì�� �‰�}�u�}���� �]�v�•�š�Œ�µ�u��nta 

MALDI-TOF spektrometra masa (Bru�l���Œ�������o�š�}�v�]�l�U�����Œ���u���v�U���E�i���u�����l���•�X 
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4.3. MALDI-TOF tehnika identifikacije psihrotrofnih bakterija 

 

MALDI-TOF tehnika koristi se za identifikaciju i usporedbu psihrotrofnih bakterija prisutnih 

�µ���}�Z�o�������v�}�u���•�]�Œ�}�À�}�u���u�o�]�i���l�µ�X���Z�µ�š�]�v�•�l�]���•�����‰�Œ�}�À�}���]���v���l�}�v���l�o���•�]���v�����u���š�}�������]���]�v�l�µ�������]�i�����µ�Ì�}�Œ���l����

u trajanju od 10 dana pri tempe�Œ���š�µ�Œ�]���Z�o�������v�i�����}�����ð���£��. Od 30 �v���•�������v�]�Z��uzoraka na Petrijevim 

zdjelicama, �]�Ì�� �•���Œ�]�i���� �µ�Ì�}�Œ���l���� �ð�ñ�í�l�í�ô�� �µ�l�µ�‰�v�}�� �i���� ���v���o�]�Ì�]�Œ���v�}�� �í�î�ô�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �]�Ì�Œ���•�o�]�Z��

kolonija �~���}�i���U���À���o�]���]�v�����]���]�Ì�P�o�������l�}�o�}�v�]�i���•, iz serije 464/18 analizirano je 182 kolonije te iz serije 

494/18 analizirano je 168 kolonija. Sveukupno je analizirano 478 bakterijskih kolonija. 

�•���� �‰�Œ�}�À�}�����v�i���� �D���>���/-TOF tehnike, osim uzorka kolonije uzgojene na Petrijevim 

�Ì���i���o�]�����u���U���‰�}�š�Œ�����v�}���i�����}�•�]�P�µ�Œ���š�]���•�š���Œ�]�o�v�����������l���o�]�����U�����µ�š�}�u���š�•�l�µ���‰�]�‰���š�µ�����}���í�ì���RL, sterilizirane 

nastavke za pipete�U�� �D���>���/�� �‰�o�}���]���µ�U�� �u�Œ���À�o�i�µ�� �l�]�•���o�]�v�µ�U�� �D���>���/��matricu �~�r-cijano-4-

hidroksicimetna kiselina), instrument MALDI-TOF spektrometra masa (Bruker Daltonik, 

���Œ���u���v�U�� �E�i���u�����l���•�� �š���� �‰�Œ�}�P�Œ���u�•�l�]��paket MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik, Bremen, 

�E�i���u�����l���•�� s bibliotekom mikroorganizama s �l�}�i�}�u���•�����µ�•�‰�}�Œ�����µ�i�µ�����}���]�À��ni rezultati. 

 

 

Slika 4.3.1. Prikaz MALDI-TOF spektrometra masa (microflex MALDI Biotyper Bruker) 

 

Iz uzorka se �‰�}�i�����]�v�����v�����l�}�o�}�v�]�i�� �•�š���Œ�]�o�v�}�u���������l���o�]���}�u���‰�Œ���u���Ì�µ�i�����v�����D���>���/���‰�o�}���]���µ���š�����•����

na nju automatskom pipetom dodaje �í���R�>���ó�ì�9���u�Œ���À�o�i�����l�]�•���o�]�v���X���E�����µ�Ì�}�Œ���l���‰�}�•�µ�“���v���v�����•�}���v�}�i��

temperaturi naknadno se nanosi �í�� �R�>�� �D���>���/�� �u���š�Œ�]������ �~�}�š�}�‰�]�v���� �r-cijano-4-hidroksicimetne 

kiseline u 50% acetonitrila i 2,5% trifluorooctene kiseline). �E�����}�À���i���v�����]�v���‰�Œ�]�‰�Œ���u�o�i���v���µ�Ì�}�Œ���l��
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�•�����•�µ�“�] na sobnoj temperatu�Œ�]���š�����•�����D���>���/���‰�o�}���]�������µ�v�}�•�]���µ���D���>���/-TOF spektrometar masa i 

provodi se identifikacija mikoorganizma.  

 

 

Slika 4.3.�î�X���W�Œ�]�l���Ì���‰�Œ���u���Ì�]�À���v�i�����‰�}�i�����]�v�����v�����l�}�o�}�v�]�i�����•�š���Œ�]�o�v�}�u���������l���o�]���}�u���v�����D���>���/�� 

�‰�o�}���]���µ���~���o�]�v�]�����o���D�]���Œ�}���]�}�o�}�P�Ç�U���D���>���/�����]�}�š�Ç�‰���Œ�����Œ�}���Z�µ�Œ���• 

 

 

 

�^�o�]�l�����ð�X�ï�X�ï�X���W�Œ�]�‰�Œ���u�����D���>���/���‰�o�}���]�������Ì�����]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�µ�������l�š���Œ�]�i�� u MALDI-TOF spektrometru 

masa 

 

�E���l�}�v���µ�v�}�•�����D���>���/���‰�o�}���]�������µ���]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š�U���•���•�š���À�o�i�����•�����D���>���/���o�]�•�š�����Ì�����}���]�š���v�i���������l�š���Œ�]�i�����š����

softver automatski generira MALDI-TOF spektar masa identificirane bakterije (Slika 4.3.4. a)). 

Klasifikacija mikroor�P���v�]�Ì�u���� �‰�Œ�}�À�}���]�� �•���� �µ�•�‰�}�Œ�������}�u�� �~�c�‰���š�š���Œ�v�� �u���š���Z�]�v�P�^) MALDI-TOF 
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spektra masa uzorka (gornji spektar iznad linije) s referentnim spektrima pohranjenim u 

biblioteci mikroorganizama (donji spektar ispod linije, plave boje) �]���}���Œ�����}�u���‰�}�u�}���µ���D���>���/��

���]�}�š�Ç�‰���Œ�� �Œ�����µnalnog programa. �^���À�Œ�“���v���� �‰�}�l�o���‰���v�i���� �]�Ì�u�����µ�� �•�‰���l�š�Œ���� �µ�Ì�}�Œ�l���� �]�� �Œ���(���Œ���v�š�v�}�P��

spektra standa�Œ���v�}���•�µ���}�Ì�v�������v�] zelenom bojom. ���i���o�}�u�]���v�����‰�Œ���l�o���‰���v�i�����}�Ì�v�������v�����•�µ���Î�µ�š�}�u��

bojom te r���Ì�o�]�l�����]�Ì�u�����µ���µ�Ì�}�Œ�l�����]��reference �}�Ì�v�������v����su crvenom bojom kako je prikazano na 

slici 4.3.4. pod b).  

a) 

 

    b)  

Slika 4.3.4. a) MALDI-TOF spektar mase uzorka i b) �W�Œ�]�l���Ì���c�‰���š�š���Œ�v���u���š���Z�]�v�P�^���D���>���/-TOF 

spektra masa uzorka s referentnim spektrom 
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Postupak uzorkovanja MALDI-TOF tehnikom identifikacije psihrotrofnih bakterija 

detaljnije je p�Œ�]�l���Ì���v�}���]���}���i���“�v�i���v�}���•�o�]�l�}�u 4.3.5. 

  

 
 

Slika 4.3.5. Prikaz tijeka rada MALDI-TOF Biotyper sustava 
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5. Rezultati i rasprava 

 
5.1. �Z���Ì�µ�o�š���š�]���u���š�}�������‰�Œ�}�š�}���v�������]�š�}�u���š�Œ�]�i�� 

 
U tablicama 5.1.1., 5.1.2. i 5.1.3. prikazani �•�µ���Œ���Ì�µ�o�š���š�]���}���Œ�����]�À���v�i�� ukupnog broja aerobnih 

mezofilnih bakterija (CFU) te ukupnog broja psihrotrofnih bakterija za 30 uzoraka mlijeka.  

 

Tablica 5.1.1. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) i ukupnog broja 

psihrotrofnih bakterija za uzorke �“�]�(�Œ�� 451/18  

 
 

Uzorci 451/18 
 

Ukupan broj areobnih 
mezofilnih bakterija 

(CFU/mL) 

Ukupan broj 
psihrotrofnih 

bakterija (CFU/mL) 

1 34 000 32 000 
2 23 000 12 000 
3 187 000 120 000 
4 59 000 35 000 
5 320 000 1 500 000 
6 30 000 160 000 
7 99 000 47 000 
8 74 000 180 000 
9 291 000 1 200 000 
10 214 000 300 000 

 
 

 Ukupan broj psihrotrofnih bakterija (CFU/mL) u uzorcima mlijeka 451/18 �}���Œ�������v���i����

�l�o���•�]���v�}�u���u���š�}���}�u�����Œ�}�i���v�i�����l�}�o�}�v�]�i�����v�����Z�Œ���v�i�]�À�}�i���‰�}���o�}�Ì�]�X���h�l�µ�‰���v�����Œ�}�i���i�� varirao od 12 000 

do 1 500 000 CFU/mL �“�š�}���v�]�i�����•�µ�l�o�����v�}���‰�Œ���‰�}�Œ�µ�����v�]�u���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�u�����}�����ñ���ì�ì�ì�����&�h�l�u�>�U���l�}�i�����Ì����

�•�]�Œ�}�À�}�� �u�o�]�i���l�}�� �v���À�}���]�� �^���u���Œ�Î�]�i���� �]�� �•�µ�Œ�X�� �~�î�ì�í�î�•�X��U tablici 5.1.2. prikazani su rezultati serije 

464/18, u kojoj samo uzorci pod brojem 2 (4 900 CFU/mL) i 6 (5 600 CFU/mL) imaju vrijednosti 

ukupnog broja psihrotrofnih �����l�š���Œ�]�i�����•�µ�l�o�����v�}���‰�Œ���‰�}�Œ�µ�����v�]�u���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�u���X Tablica 5.1.3. za 

uzorke 494/18 prikazuje ukupni broj psihrotrofnih bakterija od najmanje vrijednosti od 12 000 

���&�h�l�u�>�����}���v���i�À���������À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���}�����ð�ï���ì00 CFU/mL. 
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Tablica 5.1.2. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) i ukupnog broja 

psihrotrofnih bakterija za uzorke serije 464/18 

 
 

Uzorci 464/18 
 

Ukupan broj areobnih 
mezofilnih bakterija 

(CFU/mL) 

Ukupan broj 
psihrotrofnih 

bakterija (CFU/mL) 

1 27 000 6 000 
2 13 000 4 900 
3 16 000 27 000 
4 28 000 15 000 
5 49 000 110 000 
6 6 000 5 600 
7 27 000 20 000 
8 50 000 15 000 
9 30 000 100 000 
10 12 000 15 000 

 
 
 
Tablica 5.1.3. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) i ukupnog broja 

psihrotrofnih bakterija za uzorke serije 494/18 

 
 

Uzorci 494/18 
 

Ukupan broj aerobnih 
mezofilnih bakterija 

(CFU/mL) 

Ukupan broj 
psihrotrofnih bakterija 

(CFU/mL) 
1 21 000 15 000 
2 41 000 34 000 
3 24 000 16 000 
4 16 000 12 000 
5 20 000 36 000 
6 14 000 14 000 
7 15 000 15 000 
8 20 000 21 000 
9 40 000 43 000 
10 28 000 17 000 
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Z���}�P���À���o�]�l�}�P�����Œ�}�i�����‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������� u mljekarskoj industriji�U���Ì�����µ�š�À�Œ���]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P�����Œ�}�i����

aerobnih mezofilnih bakterija u sirovom mlijeku koristi se metoda �‰�Œ�}�š�}���v���� ���]�š�}�u���š�Œ�]�i���X��

�E�}�À�}�u�� �P���v���Œ�����]�i�}�u�� �]�v�•�š�Œ�µ�u���v���š���� �u�}�Î���� �•���� �µ�� �i�����v�}�u�� �•���š�µ�� ���v���o�]�Ì�]�Œ���š�]�� �í�ñ�ì��uzoraka mlijeka. 

Referentna metoda HRN EN ISO 4833-1:2013 ko�Œ�]�•�š�]���•�����Ì�����l�}�v�š�Œ�}�o�µ���š�}���v�}�•�š�]�U���Œ���Ì�]�v�µ���}dstupanja 

�Œ���Ì�µ�o�š���š���U�� �l���o�]���Œ�����]�i�µ�� �]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š���� �]�� �u�����µ�o�����}�Œ���š�}�Œ�]�i�•�l���� �l�}�v�š�Œ�}�o��. Kada se definira 

bakteriolo�“�l�����l�À���o�]�š���š�����•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l���U���À���Î�v�}���i�����v���P�o���•�]�š�]���������•�����‰�}�i���u�������l�š���Œ�]�}�o�}�“�l�����l�À���o�]�š���š����

ne smije promatrati u �•�š�Œ�}�P�]�u���}�l�À�]�Œ�]�u�����}���Œ�������v�}�P���Œ���Ì�µ�o�š���š���X���d�}���v�}�•t �Œ���Ì�µ�o�š���š���������l�š���Œ�]�}�o�}�“�l����

�‰�Œ���š�Œ���P�����}���Œ�������v�����i�������Œ�}�i�v�]�u�����]�u�����v�]���]�u�����l�}�i�]���µ���À�����}�i���]�o�]���u���v�i�}�i���u�i���Œ�]���µ�š�i�����µ���v�����Œ���Ì�µ�o�š���š�X��Na 

�}�•�v�}�À�]�� �v�}�À�]�Z�� �•���Ì�v���v�i���� �‰�Œ�]�Z�À�������i�µ�� �•���� �]�����}�‰�µ�v�i�µ�i�µ�� �•�À�]�� �u�����µ�v���Œ�}���v�]�� �•�šandardi koji reguliraju 

�����l�š���Œ�]�}�o�}�“�l�µ���l�À���o�]�š���š�µ���u�o�]�i���l�� �À���Î�v�] za sigurn�}�•�š���‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������]���Ì�����Ì���Œ���À�o�i�����‰�}�š�Œ�}�“������ �~�^���u���Œ�Î�]�i����

i sur., 2004). �d���u���o�i���v�}���v�������}�•�������“�v�i�]�u���Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u�����]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����µ���•�u�]�•�o�µ���‰�Œ���À���v�š�]�À�v�]�Z���u�i���Œ���U��

�v���i�µ���]�v�l�}�À�]�š�]�i�����i�����‰�Œ�]�Z�À���š�]�š�]���•�š���v�����Œ�����Ì�����l�À���o�]�š���š�µ���•�]�Œ�}�À�}�P���u�o�]�i���l�����}�����G 30 000 CFU/mL za ukupni 

broj aerobnih mezofilnih bakterija i < 5 000 CFU/mL za ukupni broj psihrotrofnih bakterija 

(S���u���Œ�Î�]�i�����]���•�µ�Œ�X, 2012). 

 

 

5.2. Rezultati MALDI-TOF tehnike u identifikaciji psihrotrofnih bakterija  

 
Za rezultate identifikacije izraslih kolonija na hranjivim podlogama �l�}�Œ�]�“�š���v�����i�� MALDI-TOF 

tehnika. Prije pripreme �D���>���/�� �‰�o�}���]�����U�� �]�Ì�Œ���•�o���� �l�}�o�}�v�]�i���� �•�����‰�Œ�}�u�}�š�Œ���� �]�� �}�Ì�v�������� �•��brojevima za 

�o���l�“�����µ�Ì�}�Œ�l�}�À���v�i�����•�š���Œ�]�o�v�}�u���������l���o�]���}�u. �<�}�o�}�v�]�i�����]�•�š�}�P���u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�}�P���]�Ì�P�o��������nisu uzorkovane 

dva �‰�µ�š���X���W�Œ�]�‰�Œ���u�o�i���v�����D���>���/���‰�o�}���]�������•�v�]�u���v�����•�µ��MALDI-TOF spektrometrom masa dva puta 

�Œ�����]�� �š�}���v�}�•�š�]�� �‰�Œ�]�l���Ì���v�]�Z�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���X��Cilj uzorkovanja bio �i���� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i���� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �����l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z��

vrsta. 

 

Na slici 5.2.1. pod a) prikazan je �v���}�Ì�v�������v�]��uzorak broj 8 iz serije uzoraka serije 494/18 te 

pod b) nalazi se isti uzorak (broj 8, 494/18), �}�Ì�v�������v s 5 izraslih kolonija koje se premazuju na 

�D���>���/���‰�o�}���]���µ���]���]�����v�š�]�(�]���]�Œ���i�µ u instrumentu MALDI-TOF spektrometru masa. 
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a) b) 

 

Slika 5.2.1. a�•���E���}�Ì�v�������v�]���µzorak broj 8 (494/18) i ���•���h�Ì�}�Œ���l�����Œ�}�i���ô���~�ð�õ�ð�l�í�ô�•���•���}�Ì�v�������v�]�u��

izraslim kolonijama 

 

Nakon izrade MALDI list���� �Ì���� �}���]�š���v�i���� �����l�š���Œ�]�i���U�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�•�l�]�� �‰���l���š��automatski generira 

MALDI-TOF spektar masa te podudara rezultate s referentnim spektrom u biblioteci 

mikroorganizama. Na osnovi podudarnosti rezultata �]�Ì�Œ���•�o���� �l�}�o�}�v�]�i���� �‰�Œ�]�l���Ì���v���� �•�µ�� �•�o�i���������]�u 

bakterijama: 

1. Kocuria carniphila 1.957 

2. Acinetobacter baumannii *1.014 

3. Corynebacterium ammoniagenes *1.533 /  Corynebacterium stationis 1.852 

4. Klebsiella oxytoca  

5. Aerococcus viridans. 

 

�����l�š���Œ�]�i�����}�Ì�v�������v�����•�����Ì�À�i���Ì���]���}�u���~�Ž�•���µ�l���Ì�µ�i�µ���v�����v���‰�}�µ�Ì�����v�µ���]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�µ�����}���l�}�i�����u�}�Î����

���}���]���µ�•�o�]�i�������v���u�}�P�µ���v�}�•�š�]���•�v�]�u���v�i�����•�‰���l�š�Œ�����u���•�����Ì���}�P��nedovoljnog ili prekomjernog uzimanja 

premaza kolonije i nedostatka referentnog spektra u biblioteci mikroorganizama. Ukoliko se 

rod Corynebacterium spp. ponavlja u nepouzdanoj identifikaciji prikazanoj kao na slici 5.2.2. 

pod a), postoji vjerojatnost da je bakterijski rod ispravno identificiran.  
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a) 

 

 

b) 

 

Slika 5.2.2. Prikaz MALDI Biotyper rezultata za uzorak broj 8 �~�ð�õ�ð�l�í�ô�•���]���l�}�o�}�v�]�i�µ���}�Ì�v�������v�µ��

brojem 3 pod a) prvo snimanje i b) drugo snimanje 

  

�^�o�i���������]�u�� �•�v�]�u���v�i���u�� �µ�š�À�Œ�����v���� �i���� �À�i���Œ�}�i���š�v���� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i���� �����l�š���Œ�]�i�•�l�]�Z�� �À�Œ�•�š���� �Œ�}������

Corynebacterium spp. �“�š�}�� �i���� �‰�Œ�]�l���Ì���v�}�� �•�o�]�l�}�u�� �ñ�X�î�X�î. pod b). U prvom snimanju dobivena je 

bakterijska vrsta Corynebacterium ammoniagenes s ocjenom *1.533 (nepouzdana 

identifikacija), dok je drugim snimanjem dobivena bakterijska vrsta Corynebacterium stationis 

s ocjenom 1.852 (vjerojatna identifikacija na razini roda). 
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Za primjer pouzdane identifikacije, na slici 5.2.3. �l�}�o�}�v�]�i�����}�Ì�v�������v�����•�����Œ�}�i���u���ð prikazuje 

bakterijsku vrstu Klebsiella oxytoca. �Z���Ì�µ�o�š���š�� �•�� ���Œ�}�i���u�� �î�X�ì�í�õ�� �}�Ì�v�������v�� �i���� �Ì���o���v�}�u�� ���}�i�}�u�� �]��

�‰�}�š�À�Œ���µ�i�����]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�µ���}�À���������l�š���Œ�]�i���X 

 

 

Slika 5.2.3. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za uzorak broj 8 (494/18) i 

�l�}�o�}�v�]�i�µ���}�Ì�v�������v�µ�����Œ�}�i���u���ð 

 

Na slici 5.2.4. prikazan je uzorak broj 3 iz serije uzoraka 464/18 te prikaz istog uzorka (3, 

464/18) �}�Ì�v�������v�}�P���•���ò���]�Ì�Œ���•�o�]�Z���l�}�o�}�v�]�i���X 

a)                                                                            b) 

 

Slika 5.2.4. ���•���E���}�Ì�v�������v�]���µ�Ì�}�Œ���l�����Œ�}�i���ï���~�ð�ò�ð�l�í�ô�•��i b) Uzorak broj 3 (46�ð�l�í�ô�•���•���}�Ì�v�������v�]�u��

izraslim kolonijama 
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Na osnovi podudarnosti rezultata izrasle kolonije prikazane su sl�i���������]�u bakterijama: 

1. Staphylococcus succinus *1.508 

2. Microbacterium maritypicum 

3. Microbacterium liquefaciens 

4. Lactococcus lactis 

5. Candida pararugosa *1.444 

6. Microbacterium liquefaciens. 

 

Na slici 5.2.4�X���Ì���‰���Î���v�} je �‰�}���µ�����Œ���v�i�����µ���]�Ì�P�o�����µ���]���À���o�]���]�v�]���]�Ì�Œ���•�o�����l�}�o�}�v�]�i�����‰�}�������Œ�}�i���u���ï���]���ò�X��

�K���i���� �l�}�o�}�v�]�i���� �‰�}�‰�Œ�]�u���i�µ�� �}�l�Œ�µ�P�o���•�š�]�� �}���o�]�l�� �]�� �v���Œ���v�����•to su obojene. Prema rezultatima 

identifikacije MALDI-TOF tehnike ustanovljeno je da se radi o istoj bakterijskoj vrsti 

Microbacterium liquefaciens. �<���}�� �“�š�}�� �i�� vidljivo na slici 5.2.4. u uzorku prevladavaju sitne 

izrasle kolonije bijele boje koje su srasle u hranjivoj podlozi, a identifikacija MALDI-TOF 

tehnikom pokazala je da se radi se o bakterijskim vrstama roda Lactococcus spp. 

 

Tablicom 5.2.1. prikazani su MALDI Biotyper rezultati za serije uzoraka 451/18, 464/18 i 

494/18. Za seriju uzoraka 451/18 o���� �µ�l�µ�‰�v�}�� �í�î�ô�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �l�}�o�}�v�]�i���U�� �•�]�P�µ�Œ�v�}�u��

�]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u���}���i���v�����}�����î�X�ì�ì�ì�����}���ï�X�ì�ì�ì���µ�š�À�Œ�����v�}���i�����ï�ï���Œ���Ì�µ�o�š���š���U��vjerojatnom identifikacijom 

�}���i���v���� �}���� �í�X�ó�ì�ì�� ���}�� �í�X�õ�õ�õ�� �µ�š�À�Œ�����v�}�� �i���� �ò�ñ�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �]�� �v���‰�}�µ�Ì�����v�}�u�� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u�� �}���i���v����

�u���v�i�����}�����í�X�ò�õ�õ���µ�š�À�Œ�����v�}���i�����ï�ì���Œ���Ì�µ�o�š���š���X���•�����•���Œ�]�i�µ���µ�Ì�}�Œa�l�����ð�ò�ð�l�í�ô���}�����µ�l�µ�‰�v�}���í�ô�î���u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]��

�Œ���Ì�o�]���]�š���� �l�}�o�}�v�]�i�� �•�]�P�µ�Œ�v�}�u�� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u�� �µ�š�À�Œ�����v�}�� �i���� �ï�ó�� �Œ���Ìultata, vjerojatnom 

identifikacijom 77 te nepouzdanom identifikacijom 68 rezultata. Za seriju uzoraka 494/18 od 

�µ�l�µ�‰�v�}���í�ò�ô���u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]���Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���l�}�o�}�v�]�i���� �•�]�P�µ�Œ�v�}�u���]�����v�š�]�(�]�l�����]�i�}�u���µ�š�À�Œ�����v�}���i�����ñ�õ���Œ���Ì�µ�o�š���š���U��

vjerojatnom identifikacijom 53 te nepouzdanom identifikacijom 56 rezultata. Ukupno je 

snimljeno 478 kolonija MALDI-TOF spektrometrom masa. 
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Tablica 5.2.1. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za serije uzoraka 451/18, 

464/18 i 494/18 

 451/18 464/18 494/18 

Ocjena  %  %  % 

2.000-3.000 33 25,78 37 20,33 59 35,12 

1.700-1.999 65 50,78 77 42,31 53 31,55 

<1.699 30  23,44 68 37,36 56 33,33 

Ukupno 128 100,00 182 100,00 168 100,00 

 

 

Grafikonima 5.2.5., 5.2.6. i 5.2.7. prikazani su MALDI Biotyper rezultati identifikacije 

bakterija na razini vrste i roda za serije �ð�ñ�í�l�í�ô�U�� �ð�ò�ð�l�í�ô�� �]�� �ð�õ�ð�l�í�ô�� �]�Ì�Œ���Î���v�]�� �µ�� �‰�}�•�š�}���]�u���� �~�9�•�X��

�h�‰�Œ���À�}���š�]�u���‰�Œ�]�l���Ì�}�u���u�}�Î�����•�����µ�l���Ì���š�]���v�����Œ���Ì�v�}�o�]�l�}�•�š���š�}���v�}�•�š�]���‰�Œ�]�l���Ì���v�]�Z���Œ���Ì�µ�o�š���š�������}���]�À���v�]�Z��

MALDI-TOF tehnikom za identifikaciju psihrotrofnih bakterija. U grafikonima je zelenom 

bojom �}�Ì�v�������v���� �•�]�P�µ�Œ�v���� �]�����v�š�]�(�]�l�����]�i���U�� �Î�µ�š�}�u�� �À�i���Œojatna identifikacija te crvenom bojom 

nepouzdana identifikacija na razini vrste i roda. 
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Grafikon 5.2.5. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za seriju 451/18 (%) 

 

Grafikon 5.2.6. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za seriju 464/18 (%) 

 

Grafikon 5.2.7. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za seriju 494/18 (%) 
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Od ukupno identificiranih 128 kolonija iz serije uzoraka 451/18, 33 rezultata je 

pouzdano identificirano i 65 vjerojatno identificirano (Tablica 5.2.1.) koje predstavljaju 15 

bakterijskih vrsta. Grafikonom 5.2.8. prikazano je 15 bakterijskih vrsta i zastupljenost bakterija 

u uzorcima serije �ð�ñ�í�l�í�ô���]�Ì�Œ���Î���v�� u postotnim udjelima (%).  

 

 

Grafikon 5.2.8. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzora�l�����ð�ñ�í�l�í�ô���]�Ì�Œ���Î���v�]���µ���‰�}�•�š�}���]�u����

(%) 

 

 Od ukupno identificiranih 15 bakterijskih vrsta iz serije uzoraka 451/18, na�i�À�����]�� �µ���]�}����

zauzima bakterija Lactococcus garvieae (48%). Slj������������ ���}�u�]�v���v�š�v���� �����l�š���Œ�]�i�•�l���� �À�Œ�•�š���� �i����

Microbacterium liquefaciens (14%), zatim Lactococcus lactis i Enterococcus faecalis (6%), 

Acinetobacter johnsonii (5%) te Candida parapsilosis, Microbacterium maritypicum i Klebsiella 

oxytoca (4%). Najmanju zastupljenost (< 4%) u uzorcima 451/18 imaju bakterije Aeromonas 

caviae, Corynebacterium glutamicum, Enterobacter asburiae, Enterococcus casseliflavus, 

Raoultella ornithinolytica, Staphylococcus saprophytus i Staphylococcus xylosus. Ovakva 

raspodjela rezultat je odabira kolonija bakterija na os�v�}�À�µ�� �v�i�]�Z�}�À�]�Z�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�Z�� �}�•�}���]�v����

(izgled, boja, oblik).  
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Rezultati serije 464/18 prikazani su grafikonom 5.2.9. Identificirana je 21 bakterijska 

vrste od 37 sigurno identificiranih i 77 vjerojatno identificiranih kolonija (Tablica 5.2.1.). 

N���i�À�����]�� �µ���]�}��zauzimaju Candida parapsilosis i Microbacterium liquefaciens (16%). Slijede 

bakterije prema raspodjeli: Lactococcus garvieae (11%), Klebsiella oxytoca (10%), 

Microbacterium maritypicum (9%), Staphylococcus xylosus (5%), Enterococcus gallinarum i 

Corynebacterium glutamicum (4%). �K�•�š���o���� �����l�š���Œ�]�i�•�l���� �À�Œ�•�š���� �l���}�� �“�š�}�� �•�µ��Aerococcus viridans, 

Citrobacter amalonaticus, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus 

faecalis, Pseudoclavibacter helvolus, Staphylococcus sciuri, Streptococcus parauberis i 

Wautersiella falsenii �Œ�]�i���������•�����‰�}�i���À�o�iuju u uzorcima i zauzimaju do 2% udjela bakterijskih vrsta 

iz serije 464/18. 

 

 

Grafikon 5.2.9. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzora�l�����ð�ò�ð�l�í�ô���]�Ì�Œ���Î���v�]���µ���‰�}�•�š�}���]�u����

(%) 

 

U grafikonu 5.2.10. prikazana je identifikacija 22 bakterijske vrste od 59 sigurno i 53 

vjerojatno identificiranih kolonija (Tablica 5.2.1.), �}�����l�}�i�]�Z���•�����v���i�À�]�“�����]�•�š�]���µ��vrijednosti bakterije 

Klebsiella oxytoca (42%) i Lactococcus garvieae (12%) iz serije uzoraka 494/18. Nadalje, 

pojavljuje se bakterija Corynebacterium glutamicum (3%) te Aerococcus viridans, 
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Acinetobacter lwofii, Arthrobacter bergerei, Corynebacterium callunae, Corynebacterium 

casei, Corynebacterium stationis, Corynebacterium testudinoris, Enterococcus faecalis, 

Kocuria carniphila, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Leuconostoc mesenteroides, 

Microbacterium liquefaciens, Microbacterium maritypicum, Pseudoclavibacter helvolus, 

Serratia marcescens, Streptococcus parauberis, Streptococcus uberis i Wautersiella falsenii (< 

3%) u seriji uzoraka 494/18. Z���}�P�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�Z�� �l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]�l���� �]�Ì�Œ���•�o�]�Z�� �l�}�o�}�v�]�i���� �l�}�i���� �Œ���•�š�µ�� �v����

�Z�Œ���v�i�]�À�}�i���‰�}���o�}�Ì�]���Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�}�P�����Œ�}�i�����‰�•�]�Z�Œ�}�š�Œ�}�(�v�]�Z�������l�š���Œ�]�i���U���‰�Œ���À�o�������À���������l�š���Œ�]�i�•�l����

vrsta Klebsiella oxytoca (42%), �“�š�}���i�����Œ���Ì�µ�o�š���š��odabira kolonija. 

 

 

Grafikon 5.2.10. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzora�l�����ð�õ�ð�l�í�ô���]�Ì�Œ���Î���v�]���µ��

postocima (%) 
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