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PSIHROTROFNIH BAKTERISARROVOM MLIJEKU

Pe]ZE}SE}(V 1§ E]i p %@ kiipno plisutneE dikrobne populacije u

}Zo v}u <]E}A}u e mljekaxsku industriju od presudne A Tv}e3] &I}
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metodom premau pv E} v}ii WREU$O 6730. Identifikacij&lasifikacija bakterija

provodilase usporedbom MALBIOF spektra masa s referentnim spektrima pohranjenim u

bazi podataka i} E }u % }ju} p D >/ ]}SC% E E pPMALRIIOF % CE}P &
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Summary

Oftheu <3 GBgsist +&u v3 }E ,entided ]

APPLICATION OF FLOW CYTOMETRY AND MALDECHNIQUE FOR DETERMINATION
OF PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN RAW MILK

Psychrotrophic bacteria generally makex@g090% of the total microbigpopulation present

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

of psychrotrophic bacteria in raw milk. In 30 raw milk sampleg thtal 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 MALDITOF mass spectra with the reference spectraeston the database and processed
using the MALDI Biotyper computer progrante MALDITOF technique in refrigerateeéw

milk identified 20gerusand 35bacteral species. The MALDOF techniquéas proven to be
suitable for the rapid and accurate identification of psychrotrophic bactgriawn on a
nutrient medium andin combination with the flow cytometry method, provides a more

comprehensive insight into the microbiology of raw milk compositio

Keywords raw milk, psychrotrophic bacteria, flow cytometry, MAIIMF technique



1. Uvod

ANE}A} uolil} i ] ov] u li 1 & % uv}P]Z u]JlE}}EP v]i u
koncentraciju vode i konsh nutrijenata te gotovo neutralan pH (6-4.8). Svojim sastavom
% EA ve3A v} uol]i v]u “ @E}u ~o I8}« & wuol]i v}u u *3]JU ]
predstavljaneiscrpanzvor hraneza mikrobnu populacijuMikroorganizmi koji se pojavljuju u
sirovom mli 1p % }3i p ]I % E]E} vIP }EuT viTls@a] bk} Vi woli | X
A} 1 ZE v UIMA}BXI ] v IA“Svy¥il}ET" vi uplv}RogudBiti i
MIE} v] ] %}i A & 10] 183 UullE} v %o} % u@d Jukupno prisiEdé }u uo]i
UJIE} V %o}%po Ji H}Zo viu «]E}A}u uo]i lpU %]ZEFSE} (v
t 90% te predstavijaju « |p% Jvp E 10] iskjiZvrstakofE rastu priemperaturama
Jlu pu £Ei6 £ M]ilju Zo vi ] AE u vel] sidvogeiiekd na nism
§ U% E SUE u U p} ] i v ipsitedtiofdin liBktedja. V v %o*]ZE}ISE} (V]2
bakterija karakterizira sposobnost tvorbe meostabilnih enzima koji uzrokujkvarenje
mlijeka i uo]i Vv]Z % & }]IAtpplinskd Jobrade mlijea ili pasterizacijeX d 1} izZE U
§}%0]vel] } & Vv}IP uoli |l ] uoli V]Z % E}]TA} % dli@jis E} (v
MIE} vl ] IA E vi p eop i Alu viv v u]lE} v 1}vd u]lv ]i %C
vrste psihrotrofnih bakterija pokazuju rippdnu otpornost na antibiotike i/ili mogu stvarati
toksine te se istovremeno smatraju i uvjetno patogenim bajdma. Samim time,
%o*]ZE}SE}(V 1§ &]i PIE} v] ] s |A E vi molu viZ %EPJAE X
Kvarenjeuzrokovano psihrwofnim bakterijama } ]3puse p % E}ui v] }lpe U v T oi v’
1} Ppo ]i] % E}$ Jv uo]i | U % }A lobednih Hasnik &i€elindi premjeni
teksture } E v]Z uo]i v]Z %.eHAddWAda druge parametre kvalitete, negativan
utjecaj psinrotE} (v]z 18 EJi } JSpi ¢ ] IE} pjekd zaprétad®, nanjie $ uo
prinos § | E AE]i u } ET1]A}*8] % E}]IA} Vv %}o] u X h suleop |
uoli Vv]Z % &E}]IA pfne BakierijE pdsthle swzbiljan problem s kojim sep} A

VvV “vi uoi | Eel Jvepe8@E]l Eelp Jv peSE]ip i } % E ep v Al
} E JAvVvi E}i %°*]ZE}SE}(v]Z 18 E]i p *]E}A}u uo]i IpX h 3p
usd} %E}S} v J3lu SE]I 1 } & JA vi plpitk bakerijgdBei  %oe]Z (
USE] JU %)}E%IuIPvps JIv]i Ji  +}E% ]i}anabizatoEmis® siE Vi

vremenom leta (Matrix Assisted Laser Desorption lonizatidiime of Flight; MALDTOF)
tehnikal HSAE JA vi | «Spu%o0i v}e3] %}i Jv]Z 18 EJisl]Z AE5 pv
1



bakterija. MALDTOHe dokazana instrumentalna tehnilza identifikaciju bakterija u lani,
u psJu u}l |} EgwBdiddniifikacije patogenih bakterija i bakteri pl E } kvéienja
uoli | J uoli Vv]Z.% E}]IA}

1.1. Ciljrada
Ciliovog E | % E]l 1 3] % EJlo v}+d u &8} % E}3} v ]3}u 8E]i |
broja psihrotrofnih bakterija te MALBA K& & Zv]l 1T uSAE JA vi 1 *8u%o0i v}e3]

vrsta u sirovom mlijeku.



2. Psihrotrofne bakterije

Psihrotrofne bakterije predswljaju s lu% Jvu & 1o] iSKZ vrsta3kdfE rastu pri
tempe@® SPUE u JIEiIB A E ip 3 0]i % e]ZE}S &dljrane izl Sirdoh ]
mlijeka su GE u v P 3]Av 1§ E&]i ] 8} ]| PseudomdpAas@Eerpmohds,
Serrata, Acinetobacter, Alcaligene8chromobacter, Enterobacter i Flavobacterigpp. uz
izrazitu dominaciju rod&seudomonaspp. od oko 5% zastupljenosti od ukupne populacije
Gram negativnih bakterijaGrampozitivne sihrotrofne bakterije koje se pojavlju sirovom
mlijeku pripadaju rodovima:Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium,
Micrococcus, Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus i LactobappudNeke od
navedenih psihrotrofnih bakterij&) | e« vol pl}Zo v}iu KuEydizwodeo]i
termostabilnelipaz 1}i % E] }v}e E TA}iMUurT PVESEPE}S Jv 1 1}i & IPG

kazein Antunac i Havranek, 2013

2.1. Gramnegativne psihrotrofne bakterije

2.1.1.Pseudomonaspp.

RodPseudomonaspp. % & +3 Aoi v nafdohifaniniju skupinu Gm negativnih
%*]ZEISE}I(v]Z |18 E]i p }Zo JeHoa etk karaktetistika Bvog roda
je proizvodnja termostabilnih enzima (proteaze i lipaze) tijekomras}&Zw v}iu uo]i IpX
Pokretliivi Gam n P 3]Av% 313 & *3p v 3 u% E SPUE u Zmsveido A } i
optimalne temperature rasta] iu p TfA ]£.iPrepoznatljivi su po kratkom generacijskom
intervalu na temperaturama od 0 do £ U i viI} 31} e Jvd GEA 0 *u Vipi * %@
zraka u medijuPrema Suhren, 19891 Joi T v i v i E1] P@euddmaaaspp.u
sirovom mlijeku od 812 sati na temperaturiod £i5,5- iiUfi « 8] v 8 u% @& SuE u ]lu
3 15 £. Mnoge vrste ovog roda proizvode proteinaze koje su odgovorne za hidrolizu
dostupnog kazeina u topljive peptide. Jednako takwaj rodkarakterizira izrazita ligos ] |

I3]Av}edX WKEJS d143p]5] | I51Av}es u}l  }A «8] } (JEU]E vi

*]E}A}u uoli lu “8} p I}v v] ] E IposS]E %o E jstavay pnlijekdEP v}io %
Proteinaze, lipaze i fosfolipaze rodseudomonaspp. v i “ el % E}IA v v IE i

eksponencijalne (| E -3 v V]elJu S u% & SUE u Zo Vi uoli |



temperaturama hladnjaka, stacionarna faza ro@seudomonaspp. se produljpi ] u}l
% E T]Ai 8] poi] % @E&]} I1}vs u]v Floure§Eenthau vrste®geudoonas
flourescens i Pseudomonas fragredstavljaju oko SBhbakterijskih vrstaoda Pseudomonas

spp.te ih karakterizira proizvodnja propusnog flourescentmpigmenta (pioverdina) tijekom
rasta (Slika 2.1.1.1.)

Slika 2.1.1.1Pseudomonas flourescens

http://www.aqrotekno—lab.com/2013/12/|oseudomonaﬁuorescens.htn?l

2.1.2.PorodicaEnterobacteriaceae

PorodicaEnterobacteriacea@ojavijuje se u 5 do 38 copu i %*]|]ZE}SE} (Vv Uu]lE
«]E}AIP uo]il X < E I8 EJIJE ]Z JIE 1]8 %} E S0i]A}eSU ]
temperatura rasta (> 3&). Koliforrme bakterije koje pripaaju porodiciEnterobacteriaceae

sposobne su fermentirati laktozu uz proizvodnju kiseline i plina)(@©32 £ tijekom 48 sati.

E i “ ] plCERolidrminog kvarenja spominju sedovi Enterobacteri Klebsiellaspp.

v I} i A Tv} <% }akiesjsk] vrstuEscheichia coli koja fermentira glukozu
% E}]TA} ] %] EPA SU I}i] % E o I] p uoli vpU } 8 vp ] uE Aoip |
enterotoksin odkojih su neki otporni na toplinX /1A}@E }A 1§ &]i i v ]38} 1 A

uzE}pi 1}vs ulv Jip *]E}IAIP uol]i | Juoli Vv]Z % E}]IA} X



2.2. Gram pozitivne psihrotrofne bakterije

2.2.1.Bacillusspp.

Bakterijske vrste roddacillusspp. susporogene, @m pozitivne bakterije koje se

pojavljujuu sirovom mlijeku. Optimalneemperatura na kjoj rastuje 20- 40 £, iako neke
AE-+3 | } Batjllus stearothermophilysokazuju karakteristike rasta na temperaturama
Al“Ju } }%38]Ju ov X ' v E ]iel] BacBlusph. pri terap&ratiriod 2 do E

T 0 g pe%}E  PoeddEhohasspp. Na temperaturi od 10£, Bacillus cereug
vi “]uIE} V]I IA E vi <QERANPAVGIE | %S 1+61i}" v gidutne i
vrste poputB. licheniformis, B. subtilis i B. megateriuzh 10} P 5 %o}i Av}ed] p ¢]@E]
mlijeku je *%o}*} v}ed «3A E vi & Eu}*$ Jov]Z Z] E}o]slahg viJu I
sastojke mlijeka (proteimast, fosfolecitir). Naime, bakterijske vrste ovog roda imaju slabu
[Ju% 3]3]AVH *%o}e} v}ed E ¢ « u]lE}}EP v]iuJu pid@&d v] Ju |
%}i Av}e3 u u o}lu E}ig ] v %E +3 Aoi E]JI]I 1 1 & Aoi }Ai |
S}%o0]vel] } & v}i ZE& v] W I}i}i op oOJu]Jv]E v }*S 0 VvV *%}E}:
proizvodniji sigurne hrane kontrolsakterijskih vrsta roddacillussppo A Iv ~~ u EI1]i U
2017.).

Slika 2.2.1.1Bacillus subtilis

https://wickhamlabs.co.uk/technicalesourcecentre/factsheetbacillussubtilis




2.2.2.Clostridiunspp.

Bakterijske vrste rod&lostridiumspp.su sporogeneP E u % }1]18]1Av 1§ E&]i I}i

uzrokujukvarenje mlijeka dovoljno da thuzorku]u p u o]Ju I} o]Opwatogéenih vrsta,
koje imaju sposobnost tvorbe toksina ilv  iv]i | uoi | Ee«lp Plogintdu@]ip
perfringend u znatno manjoj mjerClostridium botulinunX h % E&]JE} ] *u “]E}I} E % E
% E}v Vv 1l uoi]U o SpU % E “Jv] ] G séeonsk}wimi,zawXjeve i Aoip|

}E Alvotirdja u staji gdje sene I ET A iy v \sijeht 8 kdnzumiraju sporam

1}v8 u]v]E v PripatrigstXbakterijskih spor&lostridium botulinumiv — iv i |
sterilizirano mlijeko i vrhnje radi visokog udjela masti i visoke pH vrijednosti za sakve

uoli v % E}]IA} % E %}EP pi  Ale}l] 8}%o]vel] SE Su v 1}i]

Bakterijske vrste rod&lostridiumspp.v i “ ] s ]1}0]E v] HIE} v] ]| v}P v Ju \
kasno nadimanje sira Gaude dovoljno j@®sporaC. tyrobuticumu 1L uo]i | ~~ u ET]i U
2017.).Zbog obilnog stvaranja plina €t % }PE “I | ev}P v Ju vi <]E u v]( *§]

L} o]llp 0 8] v S 1e3uE 1}i v % E € rhgasksd b tijpstu sBq ®hkar 1} ]
2.2.2.1).

Slika 2.2.2.1. Pz kasnog nadimanja sira bakterijskim vrstama rGtsstridium spp.
~N u E2017)



2.3. Prisutnost psihrotrofnih bakterija u sirovom mlijeku

A EL}AY uo]i 13U v %}e@E v} v I}v Z]P]i vel] % €} Anikrabnw pivi U e
populaciju od 5000 CFUnL. U tim uvjetima dominantnu populaciju proizvedenog mlijeka
uPo Av}iu Jv |§ ENlicro@gcysA Streptococcus, Lactococcus i Corynehanteri
spp.te zanemariv broj ostalih Gram pozitivnih ria@ negativnih bakterijaX uT]u % E]} }u
Zo vi Hrawelsirovog mlijeka na niskim temperaturama-(d £ « Iv séwjjenja
sastav%o E]*muSVv]Z UJIE} V]Z % }%po ]i X h }zaodomidairehEddu uoli Ip
populacip prevladavajuGram negativne i @m pozitivne psihrotrofne bakterijeTu se
posebno izdvajePseudomonaspp. iBacllusspp.koje e v i “  ]1} bdkierijgke vrste
u trenutku kvarenja mjeka Dominantnost psihrotrofnih bakterija u ukupnoj mikrobnoj
% }%opo Ji] i} i v Pe “uwfi I} % E}]IA} ] u Z]Piisjul] J6}6]iku (EA]
% }A v] @E}i e}u 8e1]Z <8 v] X /1 8]Z E 1o}P U } plp%v} % E]e|
}Zo v}u ]E}A}u silodtrofpe Bakterije Jv  A]“ Y. Bsihrotrofne bakterije
Ju ipg *%}e} v}ied E 3 ] & luv}i temperatwrama]td Jweliki broj tih

1§ EJiel]Z AE+5 Ju <%}e} vied SAIE I+3E opo Ev]Z ]]o]
termostabilnih enzima koji svoju aktivag 1 @ET A iu Kkomvdieionalne toplinske
Y E  uolil X d 1} EU ]I 8pRolwdi]1} Euo]i v]ZpSraEdlied}

1§ E]i ep Vv i “ ]I}o]@E& v] pliE} vl ] IA E vi p eop i Alu

kontaminacije proizvoda. Kvarenje i umanjena kvaliteuo]i v]Z % E}]I1A} urPp
posljedica ili prisutnostii]A]Z J}igBMa Vili njihovihtermostabihih enzima. Kvarenje se

}1Spi p % @ hui U] v 1 jokoagulaciji proteina mlijeka% }A  vip |} vcijer $ E
slobodnih masnih kiselindg ovisno o vrstiuo]i V}P % E}]1A} tgkstiseh hdjely |

% }i ]v]Z eljn¥ diganskih spojeva. Negativatjecaj psihnd S E}(v]z 18 E]i } ]8pi -
kroz umanjenu pogdnost mlijeka za preradu, manjrinos § |E AE]JEG]A}3]
proizvoda na policamas ]Jv %*]ZE}SE}(v]Z |§ ERvarehjeé mijjekE Jil pip

mlii v]Z % E}]1A} vli % uSRW Y @& v tihA Bakidrija pokazuju
rezistentnostna antbiotike te se smatraju uvjetno patogenim bakterijan@@otovo sve vrste
%o*]ZEISE}I(v]Z 18 E]i Ju i *%o}e} vied Z 1]i v ligkaBsk&u %o } A E
}J% @E u *3A E ip ]1}(Jou I}i] » & “llerljskiln@Eedstuima te $ljekasskoj

v pe3 E ]ipraddiavijatitvrdokoran izvorp  «$ kmntaminacije proizvoda psihrotrofnim

1§ E]i u pIE} v] Ju A E vi ]l]obaktérijathaFWstahpRrdwzhwcjenu
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kvalitete sirovog mlijeka zahtijeva da ukupan broj mezofilnih aerobnihd EJi v]i A ]}
30000 CFUWmL, a broj psihrotrofnin 18 E&]i v]i A00p GFUm>X ~A 1} %}A Vi
udjela psihrotrofnin bakterija u mikimnoj populaciji ] E}A}P uol]i | p } & v}i ui
v P §]Av} m& kvalitetu proizvoda i indirektno na smanjenje prinoddaE1]v |}ig u

%o | ZE}SE}(V | Sra@@rju korjtamihiranost koja je % }S@E v 1 p} 0i]Au %o}i
kvarenja, uvjetovana jevi]Z}A]Ju %o} brgerhune¥%e}*@®& v} v I}v upivi ] pi]viu
hladne pohrane sincog mlijeka. RE  vi uamjke rasta mikrobne populacijsirovog

}Zo v}P uol]i | ~& £ e« u}loetodam@emaljv]iu v v o]i] E uSdAE v} i
psihrotrofna mikrobnapopulacija postaje unlijeku dominantnom populacijormeovisno o

razin] 1}vs u]Jv] @ v}es]eA +7210 ET]ROI2»pE X

2.4. lzvori kontaminacije

We]ZE}ISE}(V 1§ E]i “]E}I} w prir@Hi, sPve€BStven@ uv Voditlu |
A viel}u }1}Mphja zastupljenospsihrotrofn]Z 18 E]i u}li zraké] Optimalnu
usd }o] lp I18]Av}es ]88 Upbp@® SUE u Jlu X D Jud]EU u}Pp E 3]
E luv}T A 8] « v v]el]lJu 3 u% E SuE u %3S ]itu pAi 3$}A
membranskih lipi % }opl ] v]u u ev]u I]e pdv wjude3%(EV u uzdE Vv
bolju propusnost u aktivnontransportu metabdita. Psihrotrofne bakterije ne pripadaju
% E]E} v}i ulJlE} v}i %}% po ]i] A]Ju wmbnav(mastitisede jenjhdva % o

prisutnost u sirovom mli Iy Jeloi®%Adi ] I}v8 u]lv 1i wuolil v I}v upl
D}Pp ] JIA}YE] 1}v8 ulv ]i %e]ZE}SE}(v]Zvodd &u @lziicamay E 1] |
mliekovodimalo] Zo ]J}v] Ju U v ]e8v ]38 J@ub UYAi | 1}i] Ju, Aoi upl

kontaminirana hranavoda, % Eoi A +3 oi ] ( <+ P i V]A}B4viv} }JE“A W

% }AE“]v uoi | Ee«l }%t@ranspdrt ipotEdiiAnlijekde tvrdokornibiofilm na
mljekarskoj opremi. Bfilm se razvijau sistemima koji se tijeku S Zv} o }§péiacija

dj o}u] v} %opv Jo] P E 1]}pSoiv S Ilpy Wi W@B" VIP % E} « X KA]e\

uvjetimaono u }1 predstavljai pogodnomjesto za formiranje spora.



Slika 2.4.1. l1zvori kontaminacije sirovog mlijev  uo]i v}i(Antad2013)

2.5. Promjene sastavasirovog mlijekauzrol}A v]Z % }A]“ vlu E}i u

psihrotrofnih bakterija

Sirovo mlijeko promijenjenog sastava Y23 A v}P % }A]“ vlu @E}i u %oe*]ZE}:?
IS E]i pn} ] ine}sakuplja niti stavlja u promePsihrotrofre bakerije koje se
pojavljuju u manjim koncentracijama u sakuplienom sirovom mlijekne mijenjaj
JEP v}o %3] | <AW+3A vs u}l }SIE]S] e« vi}E-+l}uposeboifiiuU A
utemeljenim fizikalnimili kemijskim instrumentalnim metodamaledostaciokusa i mirisa
mogu se pojaviti uslijedakupljanjanusproizvoda*$ v] v}P u § }o]iu Jo] I }P i o}A
c0}T v]Z vVvIJuel]Z epue3 A v WUX]IDwW}Pe a8%}1 0iv % E}suv p 3
I }}ol“v] pAiI 3] %}P} Hipg % E}o](ofEentimatgIEY 1= IB}AYE] }
mlijeku koje je kiselo, gdt U Ag i slatko. @i oblici kvarenja povezani swako s rastom
psihrotrofnih bakterija tako i s rastom kvascalijesni. S obzirom niarakteristikekvarenja
bakterijska je konta]v ]i v“i ] v iA U ]Sv} injen pgeteneilarirdzvq.
Bakterijskal}vd u]v ]i i } PYA}YEv | Ali Po aakiselaEanieligdlizu. vi W



e 1]e 0i Avi vi “ %@E}Abqd]u Wikiafera koja jejedan od glavnih
prirodnih one 1 JA uoli | X WEE ob&®} Do}l Tpi A p Jo] u vipg
zakiseljavanja, ovisno o temperaturnim uvjetima u fazi proizvodnje, preradgribdcije.
<A & vi ¢ } ]3pi kuddabag}prishtnostiuo]i v []e @]w V]iJu 1}o] Jv u
}JEP vel]l]Z I]s o]l]v ~} 8§ v Il 0o]l]v U % E}%]}vel Nidale]lv U HP
heterofermentativni karakt & uo]imikro(o}E < | E 1§ EJI]E Je%p“3 vi u
E 10]spdiéva (aldehida, ketona i alkohola), osim orgémgiselina navedenih goré<{m i
sur,, 1983).

Kvaenje sirovog mlijeka uzrokovano nekontroliranom proteolizgrovezano je s
bakterijskom mikroflororkoja kontaminira mlijeko na feniir 10] ]@Jifenziteta, ovisno
o vrsti, vremenskom razdoblju i teparaturi. Fsihrotrofne bakterije uoho w1} mlijeku
mogu biti uzrok$}%0i]A}e8] uo]i v]Z] ¥} 3]VS vESkekstrdcgl@arnih
%% E}S 1 X Keo} } v (E | ]i % E}S eline i-apaindansdnijdk)odgdvcrhpe
su za ravoj gorkogokusa i okusas0] V}P %oo]vu XupSFAlt U 11} i A v % E}
osjetljiva na toplinu, neki enzimi koji dolaze iz psihtrotrofnih bakterija su termostabilni i njihovi
“885v] p Jv ] ulPu ¢ Setilizikgnhdoli v]u % E }]KiA)i Sur 1983).

viJu] } P}A}YEV] I o0]%}o]lp Juip A EI&|AdI wWp]E]} 20 &I
0]%}0]3] | merjuansdku lipazu i plazma lipazu. lako njihaaacija i karakteristike
nisu u potpunostiE 1i “vitiverldiminemaju iv i vjaedjna sirovo mlijeko kada je
mlijeko u fazi mirovanja kada su masne globuleetaknute. Rdrijetlo lipaza u}1 151
povezanos v I }A}oi A ip Ju Z]P]i vma)farmiPsilrptrofne 18 E]i v iA
su prijetnja zbg njihove sposobnosti rastma niskoj temperaturi i njihovog wikog
JTA ved v] VIP i 0}A vi X E i |3]Akrodrdamznpi vestebaRterija imaju
E o $]AV} IE §1} E 1} oi E Iuy}iradponbnendperditird od 0 dod9 £.
Jednako tak je uSA Epovezav}es Jlu p Ppe3}  %d¥i &]i}US i promjena
sastavamlijeka < i W]} u 8] i o}udntvidanl fwrhnje, maslac, siruo]i V]
prah),mogu se pojay3] }“8 vi v v]i]u |}v bak€Happseabno tijekom dijég
elo ]“@&. W 3 0]*3vs vI]E 8 0]%}0]l %}A Bo}le SUIEIROINUDO EV}IP
stanjamasti. Dokazan je utjecaj endogenifu  v]l V]A}S]vipU p }A}u eop ipy IE A
e Jv !l ZE vi vi %}A 1 v e (I}ig }oES pulip *]Jvs Ip Polrame iEV u u
stadj laktacije Prekomjerno treseje, dodavanje zraka, utjecaj topline i homogenizacija u
E 10] J8Ju (1 u % E}TAIUM “|S%VE Ei US] v Jvs PE]S & u ov
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%}8 Ivpud] u} J(]1 1i Jlu p u v ] v u ev (ebe [polisdARzvG] %o E}
sustava proizvodnje mlijek}i] | & 18 E]I]E %o E }%oJEEW i *hdRENPALiju

muivi U o lu%oi vi | BAB Vedo}@I P AE uv %E E X d] «p ]u
}A o] } diij@y dupnja kvarenja sirovine%. }E 5 JEP #Z}p* % Syill p P}3}A}u
proizvodu Kim i sur,1983).

26. D 8} } @ JA Vi %*]ZE}SE}(v]Z 18 E]li u *]E}L

hlp% v @E}i 18 E]i p *]E}AYu uoli Ilp pSAE pi « JE I18v]u ]«
Direktne metode se diely  E}i vi 1§ E]i v AE<3}u ZE v]o]“Su ] u]lE
<o ¢] viu u 8} }ju ] u} J(]! ]Ji u lo ¢] v u S8} HSAE pi o E}i 1}
mikroskopskim metodama direktno brojanje bakterija pod mikroskopom, DEFT (Direct
epifluorescence fier technique), automatskom epifluorescentnom mikroskopijom i
% E}3} viu ]3S}uuBAEHiMUM © %o}i Jv vID}EP V]IuIARE JA vi 1§ E]
gL uoli lp i}« Jio ] v IA o0]38 §]Av ] IA v3]8 8]Av X <A 0]38 §]A
prisutn}«3 } E v]Z |8 E]Ji*l]Z AE+3 U ]JE 18v]u A v3]8 §]Av]u
ukupan E}i 18 E]li X /v JE I8v]u IA v3]8 3]JAv]u u 8} U %o E}ep i
}ev}A] Vi]Z}A]Z u § }o] 1]1Z % E}}uE S M} &]i]v" -adiivas, enzima
]o] §}le]v ~~ u EIT]i ] *pEXU TiidXeX

26.1.<0 *] v u $3}E JA Vi %e]ZE}SE}(v]Z I8 E]i p u

<0 ] vetodatemeljii se na} E ]A lwoja bakterijakoje rastuna standardnom
AE+3}u ZE v]o]“Suy p W SE]i AJu leiuzniaka navetmijpergtuatipod,5 J
kroz 10 dana(HRN 1S@730:2010e X ~A | % }E o0 I1}o}v]i u}l « & 1A]8] ]I
1§ Eliel 3 v] Jo]l ]l v Ip%]v %}i Jv v]Z 18 E]iel]Z 3 v] X
svaka kolonija predstavljajednu bakiE Jielp 8 v] uX d I} » @E}i 18 E]i p pl}E
na osnovi broja poraslin kpiv]i X <o ¢] v Tu BYE JA vi plu%v}P E}i 13 @
uoli Ip ] um]groisvodima procjenjujes} v}es }+3 0]Z u 8} I } & JA vi plyp

broja bakterij X 'o Av] v }e3 8] lo ] v u &8} ep JIE 118} upP} AE]I
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dobivanje rezultata i neprikladnost metode u analizi velikog broja uzoraka mligleaa
lo «] v u 3T ¢ %E]l 1 8] pvIlo]l} ITE | X

Prvi korakovemetodejeizrada otopire peptona (Slika 2.6.1.4)). M]i “ vi @ peptona
i 1000 mL destilirane vod#obiva seotopinapeptonakoja se potonsterilizra pri temperaturi
121 £ 1520 minutaX ,E Vi]A %} o}P | psihrotrdfAinvdakterija dobiva se
otapanjem 20 g hrgive padloge(plate count agar with skim milk, Biolife)L L vodeHranjivu
podlogupotrebnoje kuhati do vrenjaprelitiu A SE}+3 ovp } ] p I}i stenlizifv §}P
u autoklaw. Udaljnjem postupku pipetom se uzorkuje 1 mL mlijeka kofic#ajeu epruvetu
}i + B AL sterilne otopine peptona. Takolweena otopina mlijeka ima razr Vi
101, Postupak je potrebno ponoviti ovisno dupnju razri  vi 1}i] i % }SE v |
}E JA vi E}i %e]ZE}SE]}(vRrinds m@pétonu dviie]steine Petrijeve
zdjelice stavi%o} i u> E 1E]i v }35}% Jijevuzdiekd zglijeAE2Z1GEmL hranjive
podloge, zagrijanen § u% & $ u E(Blka 8.6.1£1. h)Kada se podloga ohladi i stvrdne
Petrijeve zdjelice se hladehladnjakuv & £ X /vip ]i % E]% E u 0 dahd. pl}E |
Nal}v P}3}A Jvip ]i U Jbord@a Kpfonijda psihrotrofnih bakterija na Peterijevim

zdjelicama ra p vse prema posebnoj formuli:

$NKEGNKKNC=JEVI=4

B 6
SSeSEr&set

.'.
gdje predstavlja:6C- suma svih kolonija na svim izbrojanim zdjelicama
nit E}i ]I €}i v]Z1lio]l] u %EA}u E IE]i vip

n2t E}i ]I €}iv]Zz1lio]l] u EuPlu E IE]i vip
dt( IS}E E IE]i Vvi % EAIP E IE]i vi X
(Izvor: Prezentacija iz kolegiMo]i 1} ] uo]i v] Mikiéd,RAL7/18)
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Slika 2.6.1.1. a) Prikaropine peptona b) Relijevanje hranjive podloge retrijevu zdjelicu

262.D 8§} % E}&} v ]3}u §E]i

WE]vV 1% & JveSCEppuU v § IJE v]Z v u 3} ] %E}s} v ]
prvenstveno v. (JoSE]E vip pIYE!I woli | 1}i] « uli® o % ](]
E P velu ~%p( EU viJue %}ju} p 1}i P o J1 uwoli |l J1 Aiip of

bakterija. Nakoriiltracije p1}E | %o E}§i i} ollu & vl v]S] IE}I 1i A l}ip }
izvor svijetlosti te fluorescencijondeoksiribonikleinske kiseline (DNK) oboji bakterijske

e3Vv] X E IE iy % E} - $IS}JE } ]85 A (opu}E naovsnovueAi 30}«
i v T o]v Eve]ERPE pv A ujpskienja ijijeku (&a 2.62.1.).Cijeli

postupak je automatiziran pajeu viu ¢ Sy u}lPupu vd®153Q @Ezogkaovisno o

modelu intrumenta Metoda je prikladna za analizu velikog brojgoraka mlijeka. Prije

%} S IS EJ}o}“l v o]l uohom cia@idijgh, instrument sekontrolira
standardom poznate vrijednosti radi provjere gornjegonftg pragadetekcije, stabilnosti
instrumenta i utjecaja stalmosti instrumenta na rezultat o i P UIJEI X WE u *% (]
% E}]I1A} %}SE v i Kpjampradokasiv@ilmanje od 3 detekna impulsa.
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Di Ev} %o }ir@nmumnienta iznosi od 40 impulsa do Y0 iii Ju%opoe U “8} i ]JIE 1 v}
i Jv] ] lo ] v u96Q do 82 nlijjuna bakterija u 1 mL mlijek&®bojene bakterije u
analiziranan uzorku lboje se kao impulsipredstavljaju pojedv v IS Gdnrdifeng.
IBC Indvidual Bacterial }pvSeX WE u u m\wtéaRdardy (FHDF, 100B:1991
ukupanbroj 18 E]i p uo]i lp JIE T A}w]il pSAEEI ydo ] vi@Eng. $} }u
CFUColony Forming Units). Zbog toga analizom linearne regresijezultati ukupnog broja

1§ Eli HIE@E 3} }u %o E}S} v PSEUEEQV A ip p i Jv] p.do ¢]
I[TE T Avi & Iposd 8§ v o]l i v drugd metpdd ndanjase konverzija
rezultata O E ]A vi E}i MISU@]Jii lp % E}S} viu ]S }upSEE i
@Bactogan FCstandardnom metodomHRNEN ISO 21187 te HRN EN ISO4833E BB
HIp%v] E}i %}i Jv v]Z 15 EJiAei pli%) %o @®E}d 1]A]Z ] v 11A]Z
Taj broj se konvertirgt plu% v  @pihdotdirih bakterija (CFUgferentnom metodom
HRNISO 67387 u EI1]i ] *LEXU 71i8Xe

<
c

Slika2.6XTXiX K E ]JA vi plp%v}iP E}i IS EBdm % E}S} viu ]
~N u ET]i,2pod) E X

WE v}ed } E JA vi plp%v}iP Eli 3] MEBEB MV u ]3}u SE]I
je brzina i atomatiziranost metode. R( E vSv u §} I }E JAvVvi plp%Vv}P
UJIE}IEP vl u 8 u 0i] « v lo ] v}uizra®ihinaipranjw} ppdlozi
pogodnoj za rast svih mikroorganizama uo]i IuX /ve3Ba&toscansCt 1}i] @& ]

% E]V J%ov %o [BIEISE]I JE ISV} v pv 1§ EJiel S v] ~/ o -
Individual Bacteria Count), dok broj kolonija (CFU) (eng. Colony Forming Um#) kogem se
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} & pi  Z]P kvalitdta mlijela, % E E pavtelnelju takozvandonverzije.Glavni

rezultat instrumentalne me } % E}S} Vv 13}u SE]i i U% EFBKkaoE}i 1}o}
pokazatelj higijenske kvalitete mlijekZa vjerodostojnu konverziju rezultata potrebno je

% E}A 8] A ] E}i v o]l I}E]*S ] ]veSEpu v3 ovp ] E ( E vivp
mlijeka nahranjivu podlogu (HRN EN ISO 4833013) zbog velikih oscilacija u rezultatima

ulJlE&} 1}o}“11Zz v o]l X } JA v] & Tpos 8] « I1}E]*s | JIE pv
i v 1] % E &+ bCMatemelju impulsa IBC rezultati se transformiraju u lotojka

(CFU). Impulsi predstavljaju nezavisnu (x), a broj kal@aiyisnu varijablu (y) (Slika 2.6.2.2.

/T & Tpod & } JA Vv]Z u 8} Ju % E}3} v i MIUWSUEPIiU ~A -v3}}A}" 1
% E}AT E]8] AE]I v}ed E ( E (Y)S(CFUX B vIAuiSy Jv p ]33 uel]
JveS@EpuU vE %o}e3 Aoi v i %}e V %EIPE u | I}VA EI]lip E Tuc
psihrotrofnin bakterija u mlijeku Analiza koja referentnom metodom traje 10 dana,

instrumentalnom metodonje € Tpo$ § u}Pp O-gkindiutp. 1

Slika 2.6.2.2Primjer konverzijskog prav¢kvor: Prezentacija iz kolegiMo]i 1} ] uo]i V]
proizvodi, Mikulec2017/18)
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3. MALDITOF tehnika identifikacije psihrotrofnih bakterija u

sirovom mlijeku

3.1. Spektrometrija masa

Fektrometrijamasaje tehnika v o]l 1}ilu < %spektrqmetramasa} E i
omjer mase i nabojena u visokom vakuum&ektrometar masa sastoji se @&jlavnadijela:
J}vel}P JTA}YE p 1}iu }o 1] } % @E A} vi u}o lpoanglizh@®H p %o0]Vv

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

DETEKTOR MASENOG

IZVOR IONA SPEKTRA
Formiranje iona Detekcija iona
® ® o

ANALIZATOR MASE
Separacija iona

Slika 3.1.1. Prikaz koralieanalizi spektrometrijom masa

lonizacija molekule analitprovodi se primanjem ili gubitkom elektrona. Taj proces
u}l ]3] 1 %otjecdjem elektrona (Ectron impact, El)ionizacijom koja je potaknuta
atomima(Fast Bombardment lonization, FAB) ili protonifiiaifix Assisted Laser Desorption
lonization; MALDI; electrospray ionization, E®foces separacijg}v. u}il « ]1A} ]3]
razo] ]SJu %o}eSpu% Ju U } 1}i]AN eu % H 8 d}M u Pv SelJu ] o IS8
poliem (sector field instruments), semarja unutar RF polja (quadrupel separacija
magnesko ionskim klopkama (on trap,)liTseparacija nakon vremena leta u ionskipgvi
(Time-of-Flight instruments, TORMALDIspektrometrijamasakrajem 1980. godin@ostaje
i v } v iA 1v]i]l]zZz u 8§} v o]l % %3] ] % E}S$ Jv X KA § Zv]l
} & JA wis A 0]1]Z § Eu] |I] v «3 poput photeitishin molekulgSinghal i
sur., 2015.).
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3.2. MALDI tehnika

MALDI tehnikaionizacije se temeljna desorpciji analita kristaliziranog spA]“ I p

molekulau SE] X D}o lpo u SCE] eopl] '} vie 1 1}v 1}i] *u P v (
nabijeniZ u}o lpo ]}%}oJu E X E I}v o « E«I}P %opoe | %} 31 IE
} v Po}P I PE]i Avi ulolpo us3SE] 1 3IP %*}E% ]i v EP]i |

topline. Tijekom naglog gaijavanja dolazi do desorpcijeatrice i analita plinovitu fazu.Za

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

A ov}i poi]l]v] TE vi o0 E«I}P %pos U U}y =+ } E} }8 % 3]
molekula analita, mora dobro izolirati molekule analieakokristalizirati s biomolekulama

v o] § }Ju}Ppu ]3] } & ]1iv]l Jiel pAi § 1} “8} ep Natayi ]Jo] %o
v Jv i I}vSE}o]E v % E&]i vie v EP]i o0 e E*I}P %opoe S i wu}
*uAl“l v EP]i I}i jenApepradlavieE i “ I}E]“S v u SGEjJanoduW r
hidroksicimetna kiselina 2,5dihidroksibenzojeva kiselina, sinapinska ksl jantarna

kiselina i nikotinska kiselinaW @& v}e3 }A & Zv]l i u}Pp vysdko EJui v
}ei Soi]g“snim vi “]E}IP E %o}V 1}o}“11Z wu}o lpo 1}i ploip
uto lpo 1} “8§} ep }o]P}e Z ] JU Po]lZa MALDI téhridd &dnigid se}S] 1 X
%oppoev] 0 ¢« E] ¢« “]JE]VIu SE i vi %opoe }337 nrp) iiQprekidanhs o ¢ E]
NdYAG (355i266 nm)E i “ e« [}E]*8S] D >/ § Zv]l p I}u Jv ]Ji] » dK&
us 1}i] ]1*3}AE u v} Joi 1 <]Pv o *A]JZ ]J}v ] *AI}P 0 « E-I}P ¢
v }PE v] omju detekcijsku granicu masa< | 1] ]1999FBfuker Daltonics 2004

Singhal i sur., 201p.
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3.3. MALDIHTOF analizator mase s vremenom leta

loni nastali u ionskom izvoru se u analizatoru masa s vremenom leta (TOF) ekstrahiraju i
U EI A ipg 8 8] viu o IS@]®I|UA%}di %XS v ]i o Rdnstantahley i
e 13Vl p &1 vl } (Jlev 1lv 8] 1 v EPLii % DEIUATIiuBPo}}Siv ] 8i
kV, a duljina putaod 0,1 do 3 m. Ubrzamdni na putu do detektora se razdvajaju na temelju
razlike u omjem mase i nabojaDetektor proizvodi signal na kraju analizatora prema prolasku
svakog ionskog paketa. TOF maseni spekétar predstavlja signal detektora u funkciji
vremena.Vrijeme produkcije iona%} Sv & <%} i o EI]v ] AE]i u 138CE
usSi p v “JE]Jve S IS]E Vv}P ¢]Pv o X alJ& vi J}v v I}v e}E% ]i
ionskog zrcala na kraju analizatorigyv] A IlJv 8] 1 v EP]i % &E]i }o Il } ]}v
i dublje prodiru u zrcalo tijekom reflekcjjdok ioni manje kinetil v EPJ]i 1 }*8 ip ] » u]u
Slu | ev]i 3]Tu v $ I3}E “3} %o} idsiuméntuGeoddipatA Vil] ] +uEXU
1999).

Slka 34.1. a) Linearni i b) spektrometar masa (TOF) s ionskim zrcalom kojistezeor

MALDIMS ~< T 1] ] *nHEXU 666
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3.4. Postupak uzorkovarg MALDITOF tehnikom

[Yv]l i *}JE% ]i}u o ¢ E-I}P -TOF (Matrif A}sidtedt Laser Desorption
lonization) u analizi uzorka generira ione u plinovitoj fazi isparavanjem smjese rnatnatia
Jednostavnost spektra MALRIK& 3 Zv]l lu}Pu A 1€ Avp | E 1§ E]I i
smjesa bez prethodne izolacije uzorka. MADK & & Zv]l * % E]Jui vipi | } E
molekulskih masa, sekvenci, aktivnih mjesta i strukture biomolekula na pikoonoskni.

Bakterije su identificirane primjenom MALDOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization

- dJu }( &0]PZ3V u SE] }u %}3%}ulPvus J}v]l i «}E % ]i}u
v o]l 8} u -+ ¢« AE u viu 0 § * *% |3 EMicréfl@&]LT spektrorh€Eafe3 |

ue ~ Eul E o038}v]lIU & u vU Ei u | @& Duw 06v]}%BCBR6p PEE TXX

MALDITOFtehnikasnimanjen ]}o0}“I}P u 8 E]Ji o & Ipo3]E | E 18 E]*3]
masa proteina za svaki mikroorganizam. ldentifikacija i klasigkagkroorganizma provodi
se usporedbom @attern matching) MALDITOF spektra nepoznatog uzorka s referentnim
spektrima pohranjenim biblioteci mikroorganizamaobradomistih % }u} p D > / ]}SC % &
30 E pv oV}P % @Eg3serEspekki su automatskP v E]JE v] % }u} p u] E}(o .
D >/ dK& u ¢ V}P *% ISE}u SE -~ Eul E oS}v]lIU & u vU Ei u
linearnom pozitivnen modu unutar raspona mase od @0 - 20 000 Da. Instrument je
| 0] E]E v % }u} p CEpnl E 18 EJisl}P P&iV VE U}PVE «FoXISE] -
} & v] D > typeld BO softverskim paketom (Bru (E osS}v]IU @& u vU Ei u |
IJE]*8 ] 3V E V %}*3 Al X /Tlol p D >/ ]}8C% Epi o}P AE]
- 3,0 koja predstavlja vjerojatnost ispravne d3] (]l ]i ]1}o 8 U JIE pv § pe%}E
pikova éngl. peak) nepoznatog izolata s refatnim spektrom u biblioteci mikroorganizama
Identifikacijski kriterij(Tablica 3.8.) %0}*3 Ao0i v] *p *0i Ju @ Tpos 8Ju W } i v
T X111 M %o p auvrlo wjerojatnu identifikaciju na razini vrste, ocjena od 2.000 do 2.299
K% p pi v «]PuGEvu 1 v8I(]l Jip &} + u}Pp yu ] v8](1l Jiju AGE
1.999 ukazuje na vjerojatnu identifikaciju na razini roda, a rezultat dd7€0 smatra se
nepouzdanim. Podaci dobiveni s dva ponavljanja dodani su kako bi se minimizirao bilo koji
eopd V] ]V IX WE]*u3Vv}IiEB Ao U} %R & &) %Ju %o ES]ip I } E
izolat. ldentifikacija izolata odgovarala je vrsti referentnog soja lsaljan podudaranjem u

bazi podataka.
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Tablica 3.51. Identifikacijski kriteriji na razini vrste i rodan€y.Bruker Daltonik MALDI Biotyper

Classification Resujts

Ocjena Opis Simbol| Boja

2.300- 3.000 (++4) | zelena

2.000- 2.299 (++) | zelena

—_
=
(V2]

1.700- 1.999 vjerojatna identifikacija na razini roda (+)
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4. Materijali | metoderada
4.1. Uzorkovanje i analiza mlijeka

Ukupno je slp% oi v} ii pI}E | uol]i | 1}i] ep piJu vl ] v o]l]E
vremenska intervala u zimu 2018. godine. Prvih deset uzoraka mlijeka je uzeto 12. studenog
2018. godine, drugih deset9. studenog 2018. godine, a zadnjih deset uzoraka 10. prosinca
f1i6X P} ]Jv X Z 1o}P pilJu vi pI}E | p E 1o] ]83}u AE u vellu ]
raznolikost broja i zastupljenosti psihrotrofnih bakterija u sirovom mlijéa.instrumentu
@Bactoscan FC(Foss Electric, Danskpgd izmjeren ukupan broj baktga (UBB), odnosno
ukupan brojaerobnih mezofilnih bakterija (eng. Colony Forming UnitSFl), metodom
% E}3} v ]8lu SE]i ~/"K 1ii6o6WTiidaU ,ZE /AK 80i1TiWIiiiie pl I}
korekcie IBGa (eng. Individual Bacterial Count)

4.2. Referentnametoda} E ]JA vi @E}i vI3 AEFir3}u ZE v]o]*“

R( E v3v u 38} 1 }eG@rojdbakterjana AE 3 Z]o]“Sp ull o }%]e 3]

nekoliko koraka.Prvi korak referentne metodge izrada otopine peptonam]i vi ugi
peptona i 1000 mL destilirane vodéripremljenaotopina peptona se prelijeva u epruvete i
sterilizra u autoklavu pri 121£ u trajanju od 20 minutaDrugi korak je priprema hranjive
podloge. , E Vi]A %} o}P | psihrofrdinihibakterijase dobivaotapanjem 20 g

hranjive podloge u 1 L vode. Hranjivu podlogotrebno je kuhati do vrenja preliti u

A SE}es ovp } 1 p I}i o viI}v 33PT R3BIGTAGIE UDerE A} Vi
referentne metode ptrebno je pripremiti 10uzoraka mlijek&oji su prethodno analizirani u
instrumentu @actoscan FCotopine peptona s kojima se provodE 10] 18] *3u% vi E [Ei
}JAJlev} } } 1% viu & Ipo$Bagtoscarh FQu; sterilizirane Petjeve zdjelice,
sterilizirane nastavke za pipetesteriliziranu automatsku pipetu wvortex ($ @& ) koji

i v v} uli“ pIYE L uoli |l ] }8}%]VH %o %3}V B % EPA 3]X
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Slika 4.2.1. Materija%o}SE v | %o Ejekéntneimetodev A E<3}u ZE v]o]“Sp

U daljnjem postupku pipetom se uzorkuje 1 mL mlijeka koji se ispipetira u epruvetu
}i + B AL sterilne otopine peptona. Takolweena otopina mlijeka ima razr v
10L. W}eSpu% | i %}SE v} %}V}IA]S] }A]ev} } eSu%vip z&E [ Ei
}E JAvi E}i %]ZE}SE}(v]Z 18 E]i X

a) b)

Slka 4.2.2. aPrikaz uzdtovanja 1 mL mlijeka pipetom b) Pipetiranje uzorka mlijeka u

epruvetu s otopinon peptona
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Zatim sesterilnom pipetom u dvije stéine Petrijeve zdjelice stadho} | u> & 1E]i v
otopine i u svaku Pdjevu zdjelicu zalije sd2-15 mL hranjive podloge, zagrijane do

temperature} oA £ ~"o])l OXTXIi

Slika4.2.X WE]I | % E o]i A vi ZE vi]Au olagino ¥ Petrjevidzdjelieli

Kada se pddga ohladi i stvrdne, Petrijeve zdjelice se hladdadvi Ilp v & £ X /vipg ]i
pripremljenih uzoraka trajd0 dana Nakon inkubacije, uzorci se pripremaju za MALDIF
§ Zv]Ip I}i o p }AYu cop ip % @E}IA}Y ] v /ve3]SuSp Zunt&E }“I1}A]
MALDITOFspektrometramasa(Brul E oS8}v]IU & u vU Ei u | X
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4.3. MALDITORehnikaidentifikacije psihrotrofnih bakterija

MALDITOF tehnik&oristi seza identifikaciju i usporedbu psihrotrofnih bakterija prisutnih
H}Zo viu ¢ ]E}AIWZud]velldX % E}A} J v I}vio «]v usd} ]]vip
utrajanjuod 10 danapriterg@®& SUE] Zo 0 £0d30v « v |Zoraka na Petrijevim
zdjeicama ]1 « E]i MI}E | 6Ailid plu%v} i v o]l]E v} ii16 u}E(}o}
kolonija~ }i U A o] ]Jv ] ]IPip serii¢ 4641Biamalizirano je 182 kolonije te serije
494/18 analizirano je 168 kolonij&velkupno je analizirano 478akterijskih kolonija.

e % @E}A} vi -TDF>tehnike, osim uzorka kolonije uzgojene na Petrijevim
Ii0o] uU %}3E v}i }*]PuUE 5] 8 E]ov | o]L sterilizicahe Selp %o ]
nastavke za pipettd D >/ %0} ] pU UuE Aoip iatriod vibljan®4-> /
hidroksicimetna kiselina)instrument MALDTOF spektrometra masa (Bruker Daltonk,

E uvU Eiu | « § %pakeétMBLDIBiptyper 3.0(Bruker Daltonik, Bremen,
Ei u | abibliotekom mikroorganizams&l}ilu * pe% }E pnjrezulipé

Slika 4.3.1Prikaz MALDBTOFspektrometramasa(microflex MALDI Biotyper Bruker)

Iz uzorkas&%o}i Jv v I|}oepvikE]ov}u | 0] Ju % @& u Ipi v D >/ %0)
na nju automatskom pipetom dodaje R> DU E Aoi I|]* o]Jv X E pI}E | %o}ep“ v
temperaturi naknadno se nanosi R> D > / u SE] -cijanpXoljidroksicimetne

kiseline u 50% acetonitrila i 2&trifluorooctene kiseline)E }A i v ]v % E]% E uoi v
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o epufg sobnojtemperatdE] § ¢ D >/ %0} ] HNGF bppktnretdr masa i

provodi se identifikacija mikoorganizma.

Slika4.31X WE]I T % E u I]JA vi %}i ]Jv v 1}o}v]i 3 E]Jov}u I
%0} ] 4 ~ o]Jv] o D] G} ]J}o}PCU D >/ ]}SC% E &} Z

Aol BXIXiX WE]%E u D >/ %0} ] uMALDNOF(dekifometrds E]i

masa

E I}v puv}e D >/ %0} ] M ]JveS3EpUuU vEU « «8 Aoi + D >/ 0]*8
softver automatski generira MALIDDF spektamasaidentificirane bakteije (Slika 4.3.4.)a
Kasifikacija mikrooP v]iu % E}A} ] ¢ He%}E Iu ~O)%MADTF u § Z]v
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spektramasauzorka (gornji spektar iznad linjjes referentnim spekima pohranjenim u

biblioteci mikroorganizamédonji spektar ispod linije, plaveoje) ] } €& }u % }u} p D > /
1}8C % @alr@&g puograma.® AE“ v % }lo % vi Jlu P *% ISE pI}EI ]
spektrastanda® v} ep }1welendm bojom. i oju] v. % @E 1o % Vi }Iv v ep Tp
bojomter 1o]l ]Jlu p prgf@eéncg}iv  vsucrvenom bojomkako je prikazano na

slici 4.3.4pod b).

a)

b)
Slika 4.3%. a) MALDITOF spektamaseuzorkaib) WE]l | c% 33 &~ D ATHv

spektramasauzorka s referentnim spektrom
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Postupak uzorkovanja MAL-DOF tehnikom identifikacijgsihrotrofnih bakterija
detaljnijejep&]l T v} ] } i “vi v430]l}u

Slika4.3.5 Prikaz tijekaada MALDITOF Biotyper sustava

27



5. Rezultati i rasprava
51. Z ipod 3] u 8} % E}S} v 18}u SE]i

U tablicama 5.1.1.,5.1.2. i153. prikazank p & Tpod §] } ulEipnpd bvdja aerobih
mezofilnih bakterija (CFU) te ukupnog broja psihrotrofnih bakteaj@0uzoraka mlijeka.

Tablica 51.1. Rezultati ukupnog brojerobnih mezofilnitbakterija (CFU) ukupnog broja
psihrotrofnih bakterijaza uzorke® ] ( @1/18

Ukupan broj areobnih Ukupan broj

Uzaci451/18 mezofilnih bakterija psihrotrofnih
(CFUmL) bakterija (CFU/mI).

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 453/1& v |
lo ] vlu u 8} }Ju @&E}i vi I}o}v]i v Z@E vi]A}i Yasifamdd IX 0B0p % v
do 1500000 CHiL “8} v]i eplo V} % @E % }EM v]u AE]i v}e3lu } 7 iii
«]E}A} uol]i I} v A} ] ~ u ET]U thblkai EDR prikazémiXsu rezultati serije
464/18, u kojoj samauzorci pod brojem 24 900 CFU/mLL (5 600 CFU/mLlijnaju vrijedrosti
ukupnog broja psihrotrofnih |18 E]i eplo v} % E % }EN TholicAG&].B. 2a}*3]u X
uzorke 494/18rikazuje ukupni broj psihrotrofnih bakterija od najmanje vrijednosti od 12 000

&hlu> } v iA AE]i VP-CGHUMIMLST i
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Tablica 51.2. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) i ukupnog broja

psihrotrofnih bakterijaza uzorkeserije464/18

Ukupan broj areobnih Ukupan broj
Uzaci 46418 mezofilnih bakterija psihrotrofnih
(CFUmL) bakterija (CFU/mI).
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 51.3. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) i ukupnog broja

psihrotrofnih bakterijaza uzorkeserije494/18

Ukupan broj aerobnih Ukupan broj
Uzaci 49418 mezofilnih bakterija  psihrotrofnih bakterija
(CFUmL) (CFU/mI.
1 21 000 15000
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 A o]l}P E}i %u@ldHakskoj industrijy I pPSAE JA vi plp%v}P
aerobnih mezofilnihbakterija u sirovom nijeku koristi se metoda%. E}S} v ]5}u SCE]i >
E}A}Ju P v €& Jilu Jve3@Epu v § ul}l « p i v}wzerakp mhjeka]l]E 3] i
ReferentnametodaHRN EN I1SO 4833013koE]+5] « | I}vEE}op Sdstupagiau E []vp
E Ipos 83U | 0] E Jip ]JveSEpuU v§ ] u .pBEadaBe Sddinijree | l}vsd
bakteriolo“l 1A 0]8 & <]E}AAPIWoii V BPo +]§] « 3 %E}i}a} Il 1A 0]3 §
ne smije promatratiu* SE}PJu }IAJ]E]Ju } E VIP (BEIip8333X d}sviE]}lo}“l
% E SE P }E v Ju E}iqwlul}i] p A }i Jo] u vi}i ui ENasdi p v
}evIA] VIA]Z o iv vi % E]ZAVvijgipe +A] u pandidi kojiregulirgu

15 E]lo} I IA o]3ASlizhisiling 3 % E}]IAY 11 | E Adiu XEFE}"
isur,2004).d u oi v} v }e “viJu & Tpnod 3Ju ]SE TJA vi pu sujeop %
Vip JVIYAIE]i i % E]ZA §]8] «5 v & 1 |/80008CEUM]EJAPH uo]i |

broj aerobnih meofilnih bakterija i < 000 CFUML za ukupni broj psihrotrofnih bakterija
(Su EIT]i ]2018E X

5.2. Rezultati MALDITOF tehnike u identifikaciji psihrotrofnih bakterija

Za rezultate identifikacije izraslih kolonija na hranjivim podlogdhé ] “ S WALDITOF
tehnika. Prije pripremeD > / %ol ]JIE 0 1}o}v]i + %o E Yugjsvia 3a}iv .
ol* HI}EIIA vi <5 EJoviuo}v]b]]r&}P ul}E (}ohislhrakbPaoe
dva %o S X WE]% E& uoi v D > /MAOKHTOF spakometromumasa dvguta
E ] 8} v}e3] % E]l | dljZizakoVanjebiciX ] v3](]l ]i € io] 1812 13 G

vrsta.
Na slicb.2.1.pod a)prikazan jev }iv  uZorak broj 8 iz serije uzekaserije494/18te

pod b)nalazi se isti uzoraforoj 8, 49418), }iv s 5izraslih kolonija kig se premagju na
D >/ %0} ] p]] wiBgttgmeduMALDITOFspektrometrumasa
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Slika5.2.1a« E }iv  xdrak broj 8 (494/18) « hi}E | E}i 6 ~306381i6e « }v

izraslimkolonijama

Nakon izrade MALDI listT } 13 vi 1S E]i U % (EdURdmBatskil felderira S
MALDITOF spektarmasa te podudaa rezultate s referentnim spektrom u biblioteci
mikroorganizamaNa osnovi podudarnosti rezultathl € co  1}o}v]i % @E]l I v ep eo0i
bakterijama

1. Kocuria carniphild.957
Acinetobacter baumanntil.014
Corynebacterium ammoniagen&k.533/ Corynebacterium stationis.852

Klebsiella oxytoca

o & WD

Aerococcus viridans

18 E]i }v v e TAi1]3Yu ~Ze pl lpgipg v v %otpl vp ] v3](]I
} ] peoViu}Ppu v}ed] ev]u vi +% |3Sr@&dowoljmogli grekomjernog uzimanja
premazakolonijei nedostatka referentnog spektra u biblioteci mikroorganizartd&oliko se
rod Corynebacteriunspp.ponavlja u nepouzdanoj identifikgicprikazanoj kao na slici 5.2.2

pod a) postoji vjerojanost da je bakterijski rod ispravno identificiran.
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b)

Slika 5.2.2PrikazMALDI Biotyper rezultata za uzorak brofF@® 38 1i6« ] 1}Jo}v]ip }iv

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

NO Ju ev]u viu pSAE v i Ai E}i &v ] vs](]l i
Corynebacteriunspp. “3} i % E]l 1 v} «ofddb).AXidm snimanju dobivena je
bakterijska vrsta Corynebacterium ammoniagenes ocjenom *1.533 (nepouzdana
identifikacija) dok je drugim snimanjem dobivena bakterijska viStaynebacterium stationis

s ocjenoml.852(vjerojatna identifikacija na ra&z roda).
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Za primjer pouzdane identifikacijea slici5.28. 1}o}v]i }iv v < pHEezuie d
bakterijsku vrstuKlebsiellaoxytoca. Z Tpos & « @E}i u iXiié }iv v i 1 o v}u

%}SAE Wi ] vsI(]l Jip }JA 18 EJi X

Slika 5.23. PrikazBruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za uzorak broj 8 (494/1
I}o}v]ip }iv vp E}iu d

Na slici 22.4. prikazan je uzorak brojid serije uzaaka 464/18te prikaz istog uzorka3(
464/18)}Iv. v}P « 0 JIE +0]Z l}o}v]i X
a) b)

Sika5.24. « E }iv v] pi}E | (E}ib) Undakdtojd(4@1ioe « }Iv  v]u
izraslim kolonijama
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Na osnovpodudarnosti rezultatazrasle kolonije prikazane suisl ] ibakterijama
1. Staphylococcus succintis508

Microbacterium maritypicum

Microbacterium liquefaciens

Lactococcus lactis

Candida pararugossl.444

o a0 k& w0 D

Microbacterium liquefaciens

Naslici5.2X 1 % fevgp} p €& vi p JiPo p] A o] Jv] JIE <o 1}o}v]i
Ki 1}o}v]i %}% E]Ju ip }EPPO #&]su}lobdjend. Rre@aezultatima
identifikacije MALDTOF tehnikeustanovljeno je da se radi o istoj bakterijskoj vrsti
Microbacterium iquefaciens < } *“S}vidljivo na slici 5.2.4. u uzorkpreviadavaju sitne
izrasle kolonijebijele boje koje su srasle uhranjivoj podlozi,a identifikacija MALBTOF

tehnikom pokazala je da sadi se dbakterijskm vrstamaroda Lactococcuspp.

Tablicom 5.2.1prikazani su MALDI Biotyper tétati za serijeuzoraka 451/18 464/18 i
494/18. Za seriju uzeka 451/18 0 plIp % v} 16 u}E(}o}“l] & lo] 13]Z I1}o}v]i
1 v31(]! Ji}u } i v } iXiii } iXiii p3 A Evjevdjainomid@atifikecifors U
}iv } iXo6ii } iX08686 PMSAE v} i O €& Ipos 8 ] vV %o}pul viu ]
uvi } iX0606 PSAE v}i 11 E lpak 8000} EYIp%HVIEOGT u}E(}o}'
E lo] |8 IJeRUWEVIu ] v3](]l litu u3AEulteta, ivierdjdtnoE |
identifikacijom 77 te nepouzdanom identifikacijom 68 rezultata. Za serijualdact94/18 od
HIH% v} 100 uyE(}o}“l] €& To] 18]Z I}o}v]i ]PuEv}Iu ] vs8](]l Ji}u
vjerojatnom identifikacijom 53 te nepouzdanom idédmiacijom 56 rezultata. Ukupno je

snimljeno478 kolonija MALBTOFspektrometrommasa
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Tablica 5.2.1. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za serigkaizt51/18,
464/18 1 494/18

451/18 464/18 494/18

Ocjena % % %

1.7001.999 65 50,78 77 42,31 53 31,55
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 razinirste i roda za segj dAilioU d0d1i6 ] d681i6 JIE T v] B %o}es
h% E A} 8]u % E]l 1}u u}l « pl 1 8] v & Iv}o]l}ss 8} v}ed] % E]I
MALDITOF tehnikom za identifikaciju psihrotrofnih bakterija. U grafikonima je zelenom
bojom }iv v «]PuEv ] v3](]! ]éjathaliddrtifikakija @ crvenonbojom

nepouzdana identifikacija na razini vrste i roda.
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Identifikacija na razini vrste i roda za seriju
uzorka 451/18

50,78%

= Sigurna identifikacija - Vjerojatna identifikacijam Nepouzdana identifikacija

Grafikon 5.2.5. Prikaz Bruker Daltonic MDA Biotyper rezultata za ser1/18 (%)

Identifikacija na razini vrste i roda za seriju
uzorka 464/18

42,31%

= Sigurna identifikacija - Vjerojatna identifikacijam Nepouzdana identifikacija
Grafikon 5.2.6. PrikeBruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za seriju 464/18 (%)

Identifikacija na razini vrste i roda za seriju
uzorka 494/18

31,55%

= Sigurna identifikacija - Vjerojatna identifikacija= Nepouzdana identifikacija

Grafikon 5.2.7. Prikaz Bruker Daltonic MALDI Biotyper rezultata za seriju 494y18
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Od ukupno identificiranih128 kolonija iz serije uzaka 451/18 33 rezultata je
pouzdano identificirana 65 vjerojatno identificiran (Tablica 5.2.1.) koje predstavljaju 15
bakterijskih vrstaGrafikonom5.2.8 prikazano je 15 bakterijskirsta i zastupljenosbakterija

u uzokima serijed fiili6 ]I Eu bostotnim udjelimg%).

Rezultati identifikacije serije uzoraka 451/18
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Grafikon 5.2.8Rezulti identifikacije bakterija iz serije uzk 8filio JIE T v] p %}3} Ju
(%)

Od ukupno identificiranill5 bakterijskih vsta iz serije uz@ka 451/18, ndA ] u ]}
zauzimabakterija Lactococcus garviea@t8%) Sl Ju]v vsv 1§ EJiel AE-S
Microbacterium ligefaciens(14%), zatim Lactococcus lactis Enterococcus faecali€%)
Acinetobacter johnson{b%) teCandida parapsilosidicrobacterium maritypicumKlebsiella
oxytoca(4%). Najmanju zastupljenost (4%)u uzorcima 451/18maju bakterijeAeromonas
caviae, Corynebacterium glutamicum, Enterobacter asburiae, Enterocoassslitavus,

Raoultella ornithinolytica,Staphylococcus saprophytusStaphylococcus xylosu®vakva
raspodjela rezultat je odabira kolonija bakterija navdsAp vi]Z}A]Z u}@E(}o}“11Z }}
(izgled, boja, oblik).
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Rezultati serije 464/18 prikazani guafikorom 5.2.9 Identificiranaje 21 bakterijska
vrste od 37 sigurno identificiranihi 77 vjerojatno identificiranibkolonija (Tablica 5.2.1.)
N iA ] pzddzimgu Candida parapsilosis Microbacterium liquefaciengl16%). Slijede
bakterije prema raspodieli: Lactococcus garvieag11%), Klebsiella oxytoca(10%),
Microbacterium maritypicun(9%) Staphylococcus xylosS§%),Enterococcus gallinarum
Corynebacterium glutamicurf@@%). K«$ o 1§ EJisl A E +Aerokdectis yiridans,
Citrobacter amalontécus, Enterococcus casseliflavuEnterococcusdurans, Enterococuas

faecalis, Pseudoclavibacter helvolus, Staphylococcus schirgptococcus pauberis i

Wautersiella falseniiE ] i « %} U dzorcima i zauzimaju d&®udjela bakterijskih vrsta
izserije464/18.
o Rezultati identifikacije serije uzoraka 464/18
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Grafikon 5.2.9Rezultati identifikacije bakterija iz serije uabr 808116 JIE T v] u %}*3} Ju
(%)

U grafikonu 5.2.10prikazanagje identifikacija22 bakterijske vrsteod 59sigurno i 53
vjerojatno identificiranih kolonij§Tablica 5.2.1,)} 1}i]Z « v iA]Vrijdond}tipakterije
Klebsiella oxytoc442%)i Lactococcus garviea€l2%)iz serije uzaaka 494/18.Nadalje,

pojavljuje se bakterija Corynebacterium glutamicum(3%) te Aerococcus Vviridans,
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Acinetobacter Iwofii, Arthrobacter bergerei, Corynebacterium callunae, Corynebacterium
casei, Corynebacterium stationis, Corynebacterium testudin@igerococcus famlig

Kocuria carniphila, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Leuconostoc mesenteroides,
Microbacterium liquefaciens, Microbacterium maritypicum, Pseudoclavibacter helvolus,
Serratia marcescens, Streptococcus paraubstigptococcus uberisWautersiella falseni(<

3%)u seriji uzoaka 494/18.Z }P u}E (}o}“l]Z | E 18 E]+8]l ]JIE <0]Z I}o}v]i
ZE Vi]J]A}i %} o}I] 1 } & JA vi pIu% VIP E}i %*]ZE}ISE}I(v]Z I8
vrstaKlebsiella oxytocg2%), “$} i E bgabFakolonija.

Rezultati identifikacije serije uzoraka 494/18
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Grafikon 5.2.10Rezultati identifikacije bakterija iz serije uabr 8681i6 JIE T v]

postocima (%)
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