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Sazetak

Diplomskog rada studentice Nina Lovri¢, naslova

ODREDIVANJE BROJA | ZASTUPLJENOSTI VRSTA AEROBNO MEZOFILNIH BAKTERIJA U SIROVOM
NEKONZERVIRANOM | KONZERVIRANOM MLIJEKU

Broj aerobno mezofilnih bakterija u mlijeku jedan je od pokazatelja higijenske kvalitete
mlijeka. Njihova identifikacija je za modernu mljekarsku industriju od velike vaznosti pa je
tako i prioritet Sto brze i efikasnije dobivanje rezultata. Danas se uz klasiéne metode njihova
odredivanja javljaju i novije, brze metode kao Sto je MALDI-TOF tehnika cija se primjena u
identifikaciji aerobno mezofilnih bakterija ispitivala u sklopu ovog rada. U 40 uzoraka sirovog
i konzerviranog mlijeka azidiolom odredivao se ukupan broj aerobno mezofilnih bakterija
metodom protocne citometrije i klasicnom metodom brojanja kolonija na hranjivoj podlozi
prema medunarodnoj normi HRN EN ISO 4833-1:2013. Na temelju rezultata uocen je trend
smanjenja broja izraslih kolonija u mlijeku konzerviranom azidiolom, ali je broj uzoraka
premali da bi se mogao zakljuciti negativni utjecaj azidiola na ukupan broj aerobno
mezofilnih bakterija u mlijeku. Identifikacija bakterija provodila se usporedbom MALDI-TOF
spektra masa s referentnim spektrima pohranjenim u biblioteci mikroorganizama i obradom
pomoc¢u MALDI Biotyper racunalnog programa. MALDI-TOF tehnikom uspjesno je
identificirano 298 bakterijskih kolonija u uzorcima sirovog mlijeka i 243 kolonije u uzorcima
konzerviranog mlijeka. U uzorcima sirovog mlijeka identificirano je 29 rodova i 45
bakterijskih vrsta, a u konzerviranim uzorcima 25 rodova i 36 bakterijskih vrsta.

Kljucne rijeci: aerobno mezofilne bakterije, MALDI-TOF, mlijeko



Summary

Of the master’s thesis — student Nina Lovri¢, entitled

DETERMINATION OF THE NUMBER AND PRESENCE OF AEROBIC MESOPHILIC BACTERIA SPECIES
IN RAW UNPRESERVED AND PRESERVED MILK

The number of aerobic mesophilic bacteria in milk is one of the indicators of the
hygienic quality of milk. Their identification is of great importance for the modern dairy
industry, so it is a priority to get the results as quickly and efficiently as possible. Today, in
addition to the classical methods of their determination, newer, faster methods appeared,
such as the MALDI-TOF technique whose use in identifying of aerobic mesophilic bacteria
was being determined within this thesis. In 40 samples of raw and preserved milk with
azidiol, the total number of aerobic mesophilic bacteria was determined by flow cytometry
and the classical method of counting colonies on a nutrient medium according to the
international standard HRN EN ISO 4833-1: 2013. Based on the results, a decreasing trend of
the number of grown colonies in milk preserved with azidiol was observed, but the number
of samples was too small to conclude the negative impact of azidiol on the total number of
aerobic mesophilic bacteria in milk. Bacterial identification was performed by comparing the
MALDI-TOF mass spectra with reference spectra stored in a database and processing using a
MALDI Biotyper computer program. The MALDI-TOF technique successfully identified 298
bacterial colonies in raw milk samples and 243 colonies in preserved milk samples. In raw
milk samples, 29 strains and 45 bacterial species were identified, and in preserved samples
25 strains and 36 bacterial species.

Keywords: aerobic mesophilic bacteria, MALDI-TOF, milk



1. Uvod

Mlijeko zbog svog bogatog kemijskog sastava i fizikalnih svojstava koji su za veéinu
mikroorganizama povoljni predstavlja idealan medij za rast i razmnozavanje raznih vrsta
bakterija. Osnovni sastojci mlijeka — proteini, laktoza i mlije¢na mast imaju veliku biolosku i
hranjivu vrijednost. Uz kemijski sastav, mlijeko svojim fizikalnim svojstvima takoder
pridonosi brzom rastu i razmnoZavanju velikog broja bakterijskih vrsta. Fizikalna svojstva
mlijeka pogoduju rastu mikroorganizama pa tako se moze izdvojiti neutralan pH (6,8) koji je
za vedinu bakterijskih vrsta optimalan, oksidoredukcijski potencijal od +200 mV te aktivitet
vode koji je veci od 0,98. Jedna od bitnijih karakteristika mlijeka je i visoki udio vode (87,5%)
Sto je isto tako vazno u metabolizmu bakterijskih stanica (Antunac i Havranek, 2013.). Na
osnovu temperaturnog raspona rasta bakterije se dijele na: psihrofilne, psihrotrofne,

mezofilne i termofilne. Mezofilne bakterije su one za Ciji je rast i razmnozavanje optimalna
temperatura izmedu 20-45°C, a aerobne bakterije su one za Ciji je rast potreban kisik.
Velikom broju mezofilnih bakterija optimalna temperatura rasta je 37°C pa vecina patogenih
bakterija pripada upravo ovoj skupini (Samarzija, 2018.). Mlijeko je od trenutka muznje te
kroz cijeli proces transporta i prerade izlozeno raznim izvorima kontaminacije.
Kontaminirana stelja, ruke radnika ili necista oprema za muinju najéeséi su izvori
kontaminacije mlijeka bakterijama koje kasnije tijekom prerade mogu uzrokovati razne
tehnoloske, a krajnje i zdravstvene probleme kod potrosaca. Ukupna kvaliteta sirovog
mlijeka odredena je kemijskim i fizikalnim svojstvima te higijenskom kvalitetom mlijeka.
Kako navode Antunac i Havranek (2013.) higijenska kvaliteta mlijeka odredena je ukupnim
brojem aerobno mezofilnih bakterija te ukupnim brojem somatskih stanica prisutnih u
mlijeka. Sirovo mlijeko zdravih Zivotinja dobiveno pravilnom i higijenski ispravnom muznjom
koje ne sadrzi vise od 10™ CFU mL™* bakterija i ima manje od 250.000 somatskih stanica
nema negativan utjecaj na ukupnu kvalitetu mlijeka. Ukoliko se provodi nehigijenska muznja
te je mlijeko kasnije izloZeno nehigijenskoj opremi i postupcima i u sluc¢aju bakterijske upale
broj aerobno mezofilnih bakterija u mlijeku moze biti i veéi od 10’ CFU mL™. Ukupan broj
aerobnih mezofilnih bakterija i broj somatskih stanica u mlijeku su usvojeni kao najefikasniji
higijenski kriteriji na nacionalnoj i internacionalnoj razini. Kako je broj mezofilnih bakterija
jedan od pokazatelja higijenske kvalitete mlijeka, njihovo brzo i efikasno odredivanje u
modernom mljekarstvu je prioritet. U tu svrhu koristi se metoda protocne citometrije kao
kvantitativna metoda. Danas sve poznatija, ekonomi¢na metoda koja nalazi primjenu i u
brzoj identifikaciji mikroorganizama (bakterije, gljivice (kvasci) i plijesni) je matricom
potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog zracenja - analizator masa s vremenom
proleta (Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight; MALDI-TOF). MALDI-
TOF je znanstveno dokazana instrumentalna metoda za identifikaciju bakterija u hrani.
Spomenutom tehnikom na osnovi dobivenih rezultata koriste¢i se MALDI Biotyper
racunalnim programom procijenit ¢e se utjecaj konzervansa na broj i zastupljenost aerobno
mezofilnih bakterija u sirovom nekonzerviranom i konzerviranom mlijeku.



1.1. Ciljrada

Cilj rada je utvrditi broj aerobno mezofilnih bakterija metodom protoc¢ne citometrije i
klasichom metodom brojanja kolonija i odredivanja vrsta bakterija MALDI-TOF tehnikom u
sirovom nekonzerviranom mlijeku i mlijeku konzerviranom s azidiolom.



2. Aerobno mezofilne bakterije u sirovom mlijeku

Mezofilne bakterije skupina su razli¢itih bakterijskih vrsta koje rastu u temperaturnom
rasponu od 20 do 45°C. VaZzna karakteristika ove skupine bakterija je nemoguénost rasta na
niskim temperaturama, a najvisa temperatura na kojoj mogu rasti je oko 52°C. Na osnovu
potreba za kisikom, bakterije se dijele na: aerobne, za Ciji je rast potreban kisik, anaerobne
koji u prisutnosti kisika odumiru i fakultativne anaerobe koji mogu rasti u prisutnosti kisika ili
bez njega (Antunac i Havranek, 2013.). Sira podjela bakterija, prema zahtjevu za kisikom je
slijedeca: (1) obligatno aerobne bakterije koje mogu rasti jedino u prisutnosti kisika, (2)
obligatno anaerobne koje mogu rasti jedino u odsutnosti kisika, (3) mikroaerofilne koje rastu
u mediju gdje koncentracija kisika ne prelazi 20%, (4) fakultativnho-aerobne bakterije koje
mogu rasti u prisutnosti ili odsutnosti kisika i (5) kisik neovisne bakterije koje mogu rasti u
mediju neovisno o prisutnosti kisika (Samarzija, 2018.). Skupina aerobno mezofilnih bakterija
su one koje rastu jedino u prisutnosti kisika na temperaturama od 20-45°C. Ova skupina
bakterija jedna je od najopéenitijih mikrobioloskih pokazatelja kvalitete hrane koja ukazuje
na adekvatnost kontrole temperature i postupaka sanitacije tijekom prerade, transporta i
skladistenja i otkriva izvore kontaminacije tijekom proizvodnje (Herrera, 2001.). Mnoge
aerobno mezofilne vrste bakterija imaju optimalnu temperaturu rasta oko 37°C, sto je
ujedno i temperatura ljudskog tijela (Samarzija, 2018.). Bakterije koje pripadaju ovoj
skupini Cesti su uzroénici kvarenja mlijeka ili pripadaju skupini patogenih
mikroorganizama.

U aerobne mezofilne bakterije koje nalazimo u sirovom mlijeku ubrajaju se rodovi:
Micrococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Lactococcus, Serattia, Acinetobacter,
Flavobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Escherichia, Bacillus, Mycobacterium,
Pseudomonas i ostale (Weisglass, 1989.). Smatraju se univerzalnim pokazateljima
higijene. Njihova prisutnost u sirovom mlijeku je neizbjezna jer je vecina ovih rodova
prisutna u vimenu, na rukama muzaca, povrSini opreme i u zraku. Na broj mezofilnih
bakterija u mlijeku izravno utje€u uvjeti u kojima se mlijeko nalazi nakon muznje. Sirovo
mlijeko s ukupnim brojem aerobno mezofilnih bakterija veéim od 5.0 logig CFU/mL
ukazuje na loSu higijenu tijekom muznje i proizvodnje, dok broj aerobno mezofilnih
bakterija manji od 3.0 logio CFU/mL ukazuje na dobru proizvodacku praksu. Adekvatno
hladenje, dobra proizvodacka praksa i higijena tijekom muZnje ucinkovite su mjere
kojima se uspjesno sprjecava naknadna kontaminacija mlijeka ovom skupinom bakterija
(Luanaisur., 2019.).

Glavni tipovi aerobno mezofilnih bakterija koje nalazimo u sirovom mlijeku su:
mikrokoki, streptokoki, asporogene Gram-pozitivhe bakterije iz roda Mycobacterium i
Corynebacterium i sporogene bakterije iz roda Bacillus (Antunac i Havranek, 2013.).



2.1. Gram-pozitivne aerobno mezofilne bakterije
2.1.1. Rod Lactococcus

Bakterijske vrste roda Lactococcus su Gram-pozitivne bakterije koje nalazimo u
sirovom mlijeku. Ovaj rod se sastoji od 7 opisanih vrsta: L. lactis, L. garvieae, L. piscium, L.
plantarum, L. raddinolactis, L. fujiensis i L. chungangensis. Od navedenih opisanih vrsta za
mljekarsku industriju jedino je znacajna Lactococcus lactis. Laktokoki su obi¢no sfernog
oblika (Slika 2.1.1.1.), veli¢ine 1,2-1,5 um. Javljaju se u parovima ili tvore kratke lance.
Nesporogeni su, a prirodno staniste su im zelene biljke. Lactococcus lactis fermentira laktozu
u mlije¢nu kiselinu. Upravo iz tog razloga vrlo je vazna za mljekarsku industriju zbog Siroke
primjene u preradi mlijeka. U mljekarskim istrazivanjima navode se 2 podvrste laktokoka: L.
lactis subsp. cremoris i L. lactis subsp. lactis (Samarzija, 2015.).

Slika 2.1.1.1 Lactococcus lactis
(I1zvor: http://textbookofbacteriology.net/featured microbe.html- pristupljeno 15.2.2020.)

2.1.2. Rod Streptococcus

Rod Streptococcus sastoji se od 97 vrsta i 17 podvrsta. U sirovom mlijeku cesto
nalazimo Streptococcus agalactiae, S. lactis, S. cremoris. U ovu grupu ubrajaju se i mnoge
patogene bakterije. Streptococcus agalactiae u sirovo mlijeko dospijeva preko vimena krava
koje imaju mastitis i uzrokuje smanjenje kvalitete mlijeka jer se u njemu poveéava broj
leukocita i alkalitet mlijeka. Streptococcus faecalis u sirovo mlijeko dospijeva iz okoline,
odnosno fekalnog je porijekla, sto znaci da u mlijeko dospijeva pri nehigijenskoj muznji i
c¢uvanjem mlijeka u necistim kantama. S. pyogenes je isto tako patogena jer kod ljudi izaziva
gnojne upale, septikemiju i groznicu. Streptokoki su Gram-pozitivne bakterije, okruglog
oblika, rasporeduju se u obliku lanca ili niti. S obzirom na potrebu za kisikom pripadaju
skupini fakultativno anaerobnih bakterija i nepokretne su. Bakterije ovog roda rastu na
temperaturama 10-45°C te time pripadaju skupini mezofilnih bakterija. Mnogi streptokoki
koje nalazimo u sirovom mlijeku uzrokuju mastitis (npr. S. uberis). Patogeni streptokoki
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povezani s mastitisom obi¢no nastane sisni kanal i u mlijeko dospijevaju tijekom muzZnje.
Prisutnost ovih mikroorganizama narusava kvalitetu mlijeka i kvalitetu mlije¢nih proizvoda
(Luanaisur., 2019.).

2.1.3. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je vrlo raznolik i prema najnovijim procjenama sastoji se od 174
razli¢ite vrste i 27 podvrsta. Laktobacilli su Gram-pozitivhe, nesporotvorne bakterije
Stapicastog oblika te tvore mlije¢nu kiselinu kao glavni produkt fermentacije. Ovaj rod je
unutar skupine bakterija mlije¢ne kiseline najbrojniji i najvazniji za mljekarsku industriju.
Bakterije ovog roda su Siroko rasprostranjene u prirodi i nalazimo ih u hrani, respiratornom,
genitalnom i gastrointestinalnom sustavu ljudi i Zivotinja, u biljkama i silaZi. Tolerantni su na
kiselost te sudjeluju u fermentaciji silaze i povréa. S obzirom na prisutnost ili odsutnost
enzima fruktoza-1,6-difosfat aldolaze i fosfoketolaze dijele se u 3 skupine: obligatno
homofermentativni, fakultativno heterofermentativni i obligatno heterofermentativni. U
sastavu mikrobnih kultura Cesto se koriste L. delbrueckii subp. lactis i L. helveticus jer mogu
rasti na viSim temperaturama i vrlo su tolerantne na kiselost. Vaino je spomenuti i L.
acidophilus zbog njenog probiotickog djelovanja (Samarzija, 2015.). Bakterija L. acidophilus
pripada skupini bakterija koje imaju funkciju promotora zdravlja i koristi se za proizvodnju
slatkog i kiselog acidofilnog mlijeka. Njeno prirodno staniSte je intestinalni sustav ljudi i
Zivotinja, a mlijeko joj nije optimalan medij. Svojim rastom i razmnoZavanjem u mlijeku
sintetizira niacin, folnu kiselinu, tiamin, riboflavin, piridoksin i vitamin K, a kod nekih sojeva
primjecena je tvorba bakteriocina. Za proizvodnju acidofilnog mlijeka ova bakterija inokulira
se u formi monokulture, a zbog njene velike osjetljivosti na fag infekciju i slabe
kompetitivnosti mlijeko zahtijeva visoku toplinsku obradu.

2.1.4. Rod Micrococcus

Mikrokoki su aerobni, Gram-pozitivni koki veli¢ine od 0,5 do 2,0 um u promjeru.
Javljaju se u parovima, tetradama ili grozdovima, ali ne u lancima. Oni su pozitivni na
katalazu i ¢esto su oksidaza pozitivni. Formiraju pigmentirane crvene ili Zute kolonije i imaju
optimalnu temperaturu rasta od 25 do 37°C. Mikrokoki su halotolerantni, odnosno podnose
visoku koncentraciju soli te mogu rasti u koncentracijama soli od 5% (Betts, 2006.).



2.1.5. Rod Enterococcus

Bakterije roda Enterococcus Gram-pozitivne su bakterije kuglastog oblika. Rod
Enterococcus sadrzava viSe od 40 vrsta, a prirodno staniste im je gastrointestinalni trakt ljudi
i Zivotinja. Pojavljuju se u parovima ili kratkim lancima, fakultativho su anaerobni i katalaza
negativni organizmi. Pokazuju znacajnu otpornost na toplinu, dezinfekcijska sredstva i
isuSivanje. Prema temperaturi rasta pripadaju skupini mezofilnih bakterija, podnose visoke
koncentracije soli (6,5%) te rastu na pH vrijednosti izmedu 4,0-9,6. Rastu u temperaturnom
rasponu od 10 do 45°C i prezZivljavaju temperaturu od 60°C 30 min (Samarzija, 2015.).

2.1.6. Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc sastoji se od 23 vrste i 4 podvrste. Ovaj rod bakterija Cesto se
povezuje s biljkama, ali neke, posebno vrste Mesenteroides i Pseudomesenteroides nalaze se
i u mlijeku. Vrste roda Leuconostoc imaju sposobnost prezivljavanja na povrSinama, alatima i
pasterizatorima dugi period vremena i odupirati se toplinskoj obradi i temperaturama
hladenja. Slabo rastu u mlijeku zbog nedostatka dovoljne proteoliticke aktivnosti i stoga
zahtjevaju dodavanje ili stvaranje aminokiselina ili peptida drugih mikroorganizama kako bi
se potaknuo njihov rast. Imaju sposobnost stvaranja plina (CO,) koji je odgovoran za
nastajanje oCi kod nekih vrsta sireva, metaboliziraju laktozu i citrat te proizvode laktat,
acetat, etanol, acetaldehid, diacetil, acetoin i 2,3-butilen glikol koji doprinose
organolepti¢kim svojstvima fermentiranih mlijecnih proizvoda (Luana i sur., 2019.). Bakterije
ovog roda iz glukoze stvaraju D(-) laktat, mezofilne su i Gram-pozitivhe. Takoder su
nepokretne, fakultativno anaerobne i vankomicin rezistentne. Neki sojevi imaju sposobnost
tvorbe egzopolisharida. Sto se ti¢e izgleda, mogu se pojavljivati u obliku bacila ili tvoriti
nakupine. Energiju potrebnu za rast i razmnoZavanje dobivaju fermentacijom Seéera te
pritom uz mlije€nu kiselinu stvaraju CO,, etanol i acetat. Za mljekarsku industriju su znaéajne
L. lactis i 2 podvrste L. mesenteroides subsp. cremoris i L. mesenteroides subsp. dextranicum
zbog sposobnosti fermentacije citrata.

2.1.7. Rod Pediococcus

Bakterije ovog roda su homofermentativne i gotovo sve vrste iz glukoze stvaraju DL
izomer mlijecne kiseline. Dosta slabo rastu u sirovom mlijeku jer im laktoza ne predstavlja
dobar izvor ugljika. Nikada ne tvore lance ve¢ se pojavljuju u obliku parova ili tetraedara.
Okruglog su oblike te su iznimno otporne na pH, temperaturu i soli u mediju. Bakterije roda
Pediococcus su katalaza negativne i s obzirom na potrebe za kisikom pripadaju skupini
mikroaerofilnih bakterija (Samarzija, 2015.).



2.1.8. Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium ima viSe od 40 opisanih vrsta od kojih su 10 humanog podrijetla,
17 animalnog podrijetla, 2 vrste su izolirane iz otpadnih voda, a 1 vrsta iz fermentiranog
mlijeka. Sve vrste su Gram-pozitivne, nesporotvorne i ne stvaraju plinove. Stapicastog su ili
"Y" oblika, razgraduju laktozu fruktoza-6-fosfatnim putem ¢ime nastaju 3 molekule octene
kiseline kao glavni produkt i 2 molekule mlijeCne kiseline. Neke vrste ovog roda pokazuju
malu toleranciju na kisik iako su sve ostale striktni anaerobi. Optimalan temperaturni raspon
za rast im je 36-46°C i slabije podnose niZi pH i mogu rasti jedino u mediju pH > 4,6. Mlijeko
kao medij im nije optimalna sredina za rast i razmnoZavanje. Prema svom izvornom stanistu
do sada opisane vrste se mogu podijeliti u 6 razli¢itih nisa: humani i animalni intestinalni
sustav, usna Supljina, hrana, probavni sustav insekata i otpadne vode. U mljekarskoj
industriji znacajni su sojevi vrsta B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis i B. longum.
Kako bi navedeni sojevi preZivjeli u proizvodu nuzna je prisutnost bakterija jogurtne kulture
ili drugih laktobacila (Samarzija, 2015.).

2.2. Gram-negativne aerobno mezofilne bakterije
2.2.1. Rod Serratia

Rod Serratia ¢ine Gram-negativne StapiCaste bakterije. Veéina je pokretna, zahvaljujuci
prisustvu flagela. Neki sojevi posjeduju kapsulu. Prisustvo kapsule je karakteristika koja bitno
utjece na virulenciju ovih bakterija. Do danas je opisano oko 20 vrsta bakterija ovog roda, a
izdvajaju se Serratia marcescens i Serratia liquefaciens koje su sveprisutne u okolisu i mogu
izazvati infekcije kod ljudi i mnogih Zivotinjskih vrsta ukljuéujuéi i mastitis kod krava. Ovaj rod
bakterija izoliran je iz vode, tla, iz raznih vrsta biljaka i insekata, nalazimo ih i u okoliSu staje,
posebice na leziStu i na muznoj opremi te u fecesu krava. Imaju sposobnost tvorbe biofilma
na teSko dostupnim povrSinama mljekarske opreme. Isto tako imaju sposobnost tvorbe
termorezistentnih enzima i smatraju se dcestim uzrocnicima kvarenja mlijeka u fazi
proizvodnje i prerade. lako ovaj rod cesto uzrokuje probleme u mljekarskoj industriji,
podvrsta S. liquefaciens moie biti bitna za zrenje sireva od sirovog mlijeka zbog svoje
preoteoliticke aktivnosti (Friman i sur., 2019.). Vrsta S. marcescens uzrokuje bolesti kod ljudi.
Ova vrsta je aerobna Gram-negativna bakterija koja uzrokuje djecju upalu pluca, posebno
kod djece s oslabljenim imunosnim sustavom. Prema Friman i sur. (2019.) povezuje se i s joS
nekim bolestima kao Sto su infekcija mokraénog trakta ili respiratornog sustava pri ¢emu
Cesto uzrokuje i apscese na pluéima. Moze biti uzro€nik meningitisa, sepse i endokarditisa.
Gram-negativne bakterije ne izluéuju toksine kao Sto to cine Gram-pozitivhe bakterije.
Njihovi endotoksini dio su lipopolisaharida bakterije. Vecina se oslobada tek tijekom lize
stanica, ali neki se mogu osloboditi tijekom stani¢ne diobe. Kao i kod infekcija uzrokovanih
stafilokokom, infekcije uzrokovane ovim rodom bakterija ne mogu se izlijeciti antibioticima.



2.2.2. Rod Acinetobacter

Rod Acinetobacter Cine Gram-negativni kokobacili koji su striktni aerobi. Katalaza su
pozitivni i oksidaza negativni. Vrlo dobro rastu na temperaturama izmedu 20-30°C $to ih Cini
mezofilima. Rastu na medijima s prisustvom acetata, laktata ili piruvata Sto koriste kao izvor
energije za rast i razmnozavanje. Ovaj rod Cine Stapicaste bakterije veli¢ine 1-2,5 um. Obi¢no
formiraju parove ili duge lance razli¢itih duljina. Boja kolonija je obi¢no bez pigmenta, bijela
ili Zuc¢kasto bijela velic¢ine 1-2 mm. Rod Acinetobacter je heterogena skupina bakterija koje
Zive kao saprofiti i mogu se nadi gotovo svugdje u okoliSu. Odredene vrste roda povezuju se s
raznim stanistima kao Sto je tlo, voda, kanalizacija, Covjek, hrana i Zivotinje. Ovaj rod smatra
se normalnom florom ljudske koZe i ljudskih respiratornih sekreta. Bakterije ovog roda Cesto
se povezuju s raznim bolestima kao Sto su pneumonija i septikemija. U studiji koju su proveli
Seifert i sur. (1997.) Acinetobacter spp. bile su izolirane s razli¢itih mjesta na tijelu zdravih
pojedinaca, ukljucujuéi ¢elo, nos, usi, grlo, ruke, Zenski spolni sustav, nastanjujuci vlazna
podrucja, poput prepona i podrucja izmedu noznih prstiju. Vrsta A. baumanii otkrivena je u
razli¢itim prehrambenim proizvodima, kao $to su svjeze voce i povrée te sirovo mlijeko i
mlije¢ni proizvodi te se povezuje s raznim urinarnim i respiratornim infekcijama i
meningitisom (Saad, 2018.).

2.3. Prisutnost aerobno mezofilnih bakterija u sirovom mlijeku

Ukoliko se provodi higijenski ispravna muznja sirovo mlijeko sadrzi po¢etnu mikrobnu
populaciju koja se uglavnom sastoji od rodova Streptococcus, Micrococcus, Lactococcus i
Corynebacterium spp. i njihova koli¢ina ne prelazi 5.000 CFU/mL (Samarzija, 2018.). Ovisno o
uvjetima nakon muZnje odredena je i vrsta mikrobnog kvarenja. Cimbenik koji najvide utjece
na prisutnost dominantne mikrobne populacije je temperatura. Ukoliko se sirovo mlijeko 2
sata nakon muZnje ne preradi i ne ohladi ispod sobne temperature, uzrok njegovog
mikrobnog kvarenja biti ¢e mezofilne Gram-pozitivne bakterije mlije¢ne kiseline. Bakterije
mlije¢ne kiseline fermentacijom laktoze stvaraju mlijecnu kiselinu koja smanjuje pH mlijeka
¢ime se smanjuju preradbena svojstva sirovog mlijeka. Smanjenje pH mlijeka uzrokuje
koagulaciju proteina i prekomjernu sinerezu. Osim mlije¢ne kiseline, heterofermentativne
vrste bakterija mlijecne kiselina stvaraju i CO, Posljediéno tome dolazi do senzornih
pogresaka koje se karakteriziraju kao kiseli, sirasti, misji, sladni, zasitni i teski masni miris i
okus. Neke vrste bakterija mlije¢ne kiseline kao Sto su Lactococcus lactis i Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus sposobne su tvoriti egzopolisaharide koji uzrokuju sluzavu
konzistenciju mlijeka (Samarzija, 2018.). Vrste roda Enterococcus mogu kontaminirati sirovo
mlijeko i mlijeéne proizvode iz zagadene vode, fecesa, dlake Zivotinja, opreme, insekata i s
ruku radnika. Osim toga, ti organizmi mogu rasti na opremi zbog svoje sposobnosti
prezivljavanja nepovoljnih uvjeta. S obzirom da su homofermentativni, njihova povecana

koli¢ina u mlijeku takoder uzrokuje povecanje kiselosti sirovog mlijeka. Prisutnost rodova
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Serratia i Acinetobacter u mlijeku predstavlja zdravstvenu opasnost s obzirom da su cesto
povezane s raznim bolestima kao S$to su upala pluéa, infekcije mokraénog sustava,
meningitis, septikemija i ostale. Koli¢ina aerobno mezofilnih bakterija veéa od propisane
ukazuje na neadekvatnu higijenu tijekom muZnje i prerade, predstavlja potencijalnu
zdravstvenu opasnost i negativno utjeCe na kvalitetu mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Prema
Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 27/2017) maksimalna dopustena
koli¢ina aerobno mezofilnih bakterija u sirovom mlijeku je 100.000 CFU/mL.

2.4. lzvori kontaminacije

Mlijeko i mlije¢ni proizvodi zbog svojeg kemijskog sastava, te velike koli¢ine vode i
povoljnih fizikalnih svojstava Cesto su podlozZni fizikalno kemijskim promjenama i rastu raznih
mikroorganizama (bakterije, kvasci i plijesni). Razni su nacini i izvori kontaminacije sirovog
mlijeka pocevsi od same Zivotinje, vimena, okolisa, opreme, radnika itd. (Slika 2.4.1.). Za
kontrolu kontaminacije mlijeka u cijelom proizvodnom lancu vaino je provoditi dobru
higijensku praksu i poznavati potencijalne izvore kontaminacije kako bi se osigurala njegova
sigurnost i kvaliteta. Velike su mogucnosti kontaminacije sirovog mlijeka jer je dug put od
muznje do prerade.

COVIEK ZRAK VIME
Enterococcus \ \ Streptococcus Streptococcus TLO
A Micrococcus Micrococcus Clostridium
Staphylococcus \ J
Sall‘:m:ella y % / S Bacillus Corynebacterium Bacillus
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Acinetobacter i ¥ _ Mycobactfznum
koliformne bakterije .~ ‘
' é /
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Coryneforms imonella .
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Bacillus L L a4 /,\)'f
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Slika 2.4.1. lzvori kontaminacije sirovog mlijeka

(po uzoru na Antunac, 2013.)



Sirovo mlijeko se moze kontaminirati u bilo kojoj fazi proizvodnog procesa ukljucujudi
Zivotinju, muznju, sabirne postaje, transport, mljekaru kao i tijekom procesa prerade.
Potencijalni izvori kontaminacije su sve povrSine koje dolaze u dodir sa sirovim mlijekom
tijekom muznje, hladenja, pohrane i transporta. Primjenom postupka odrZavanja, pranja,
¢iS¢enja i dezinfekcije takvih povrSina osigurava se eliminacija izvora kontaminacije. Kako
navodi Tratnik (1998.) sirovo mlijeko zdrave krave, osim primarne mikroflore vimena, moze
biti izvor mikroorganizama koji potje¢u iz okoline s kojom sirovo mlijeko dolazi u dodir
tijekom i nakon muznje. Ti naknadno dospjeli organizmi ¢ine "sekundarnu" mikrofloru koja
oneciscuje sirovo mlijeko. Najc¢esée su to bakterije, u manjem postotku kvasci, a najrjede
plijesni. Kao glavna 3 izvora kontaminacije smatraju se vanjski dijelovi vimena i sisa, pribor i
oprema kao izravni izvori kontaminacije te infektivno vime kao neizravan izvor
kontaminacije. Zdravo vime nakon muZnje vec¢ sadrzi odredeni broj mikroorganizama koji
potjecu iz unutradnjosti sisnog kanala te je njihov broj otprilike 5.000 CFU/mL (Samarzija,
2015.). Bitno je spomenuti vazno svojstvo mlijeka koje nazivamo baktericidnost mlijeka koje
2-4 h nakon muzZnje ne dozvoljava nikakav mikrobni rast. Ona populacija mikroorganizama
koja kontaminira sirovo mlijeko odmah nakon muZnje naziva se pocetna mikrobna
populacija.

2.4.1. Zivotinja i staja

Muzne krave su vrlo Cest izvor mikrobne kontaminacije sirovog mlijeka. Kontaminacija
sirovog mlijeka zapocinje trenutkom muZnje, a ukoliko je Zivotinja bolesna, mlijeko se
kontaminira ve¢ u vimenu. Patogeni mikroorganizmi inficiraju vime i Sire kontaminaciju
sirovim mlijekom, na taj nacin se kontaminira oprema za muznju, ruke radnika, krpe kojima
se vime briSe i druga oprema te okolina bolesne krave. Najceséi uzroCnici mastitisa koje
krava na navedeni nacin moZe prenijeti u sirovo mlijeko su Staphylococcus aureus i
koliformne bakterije. Ostali uzrocnici mastitisa koji se mogu izolirati iz mlijeka su Listeria
monocytogenes, Mycoplasma bovis, Streptococcus agalactiae i Streptococcus uberis (Luana i
sur.,, 2019.). Kako navodi Tratnik (1998.) hrana i stelja mogu biti izvor raznih
mikroorganizama, ali najveéu Stetu Cine termostabilne bakterije roda Bacillus i Clostridium.
Feces stoke je najvedi izvor enteropatogenih bakterija roda Salmonella i Campylobacter koje
mogu onedistiti stelju, vime, koZu i sve $to dolazi u doticaj sa sirovim mlijekom. Sto€na hrana
Cesto je inficirana enteropatogenom bakterijom L. monocytogenes, koja ako ikad dospije u
sirovo mlijeko, predstavlja veliku opasnost za mljekarsku industriju jer moze rasti u hladno
pohranjenom mlijeku pa i pri temperaturi lediSta vode.

2.4.2. Muzna oprema za zivotinju

Oprema za muznju ¢esto mozZe biti izvor kontaminacije Gram-negativnim psihrotrofnim

bakterijama kvarenja. Sam ¢ovjek moze biti izvor raznih kontaminanata, a najve¢a opasnost
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koja potjece od ljudskog fecesa ili raznih klini¢kih infekcija su vrste rodova Salmonella i
Campylobacter te Protozoa patogeni Cryptosporidium. Voda je vrlo Cesti izvor bakterijskih
vrsta iz roda Aeromonas i Campylobacter, ali i izvor bakterijskih vrsta iz roda Salmonella.
Veliku pazZnju potrebno je pridavati higijeni opreme za muznju koja bi se trebala dezinficirati
prije svake upotrebe. Listeria monocytogenes ukoliko kontaminira tankove za pohranu
sirovog mlijeka, predstavlja veliki mikrobioloski problem jer je sposobna stvarati biofilm te je
vrlo otporna na dezinficijense (Luana i sur., 2019.).

2.4.3. Pohranai transport

Prije nego se sirovo mlijeko transportira u mljekaru ukoliko je drzano u kantama i
cisternama bez hladenja, mlijeko moZe sadrZavati brojne vrste bakterija iz rodova
Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Bacillus i brojne vrste koje pripadaju porodici
Enterobacteriaceae. Glavna metode kontrole kontaminacije sirovog mlijeka je adekvatno i
brzo hladenje nakon muZnje i higijena tankova za prihvat sirovog mlijeka do njegovog
transporta. Transport mlijeka se ne smije odgadati te mlijeko tijekom transporta treba
konstantno hladiti. Nakon prijema mlijeka u mljekaru, mlijeko je potrebno odmah preraditi.
Ukoliko to nije moguée, mlijeko je potrebno pohraniti na temperaturi oko 4°C. Svako mlijeko
dopremljeno u mljekaru potrebno je termicki obraditi kako bi se unistili svi patogeni
mikroorganizmi potencijalno prisutni u njemu (Antunac i Havranek, 2013.).

2.5. Metode odredivanja aerobno mezofilnih bakterija u sirovom
mlijeku

Ukupna kvaliteta sirovog mlijeka odredena je kemijskim sastavom i higijenskom
kvalitetom mlijeka. Ukupan broj bakterija u sirovom mlijeku i broj somatskih stanica su
parametri koji odreduju higijensku kvalitetu mlijeka. Kontrola higijenske kvalitete sirovog
mlijeka je nuZna za osiguranje zdravstvene ispravnosti mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Prema
Pravilniku o kakvoci svjeZeg sirovog mlijeka (NN 27/2017.), mlijeko svakog proizvodaca se
procjenjuje na temelju higijenske kvalitete sirovog mlijeka. Na osnovu higijenske kvalitete
sirovog mlijeka ono se svrstava u 4 razreda: ekstra(E), prvi (1), drugi (Il) i treéi (1ll) razred. Za
svrstavanje u navedene razrede uzima se za broj somatskih stanica geometrijska sredina
rezultata analiza u posljednja 3 mjeseca, a za ukupan broj bakterija uzima se geometrijska
sredina u posljednja 2 mjeseca. Postoje direktne i indirektne metode odredivanja ukupnog
broja bakterija. U direktne metode pripadaju brojanje bakterija na ¢vrstom hranilistu i
mikroskopske metode. Druga podjela ovih metoda je na kvantitativne i kvalitativne.
Kvalitativnim metodama odreduje se samo prisutnost odredenih bakterijskih vrsta, a
kvantitativnim metodama odreduje se broj prisutnih bakterija (Samarzija i sur., 2004.).
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2.5.1. Klasicna metoda odredivanja broja aerobno mezofilnih bakterija u
sirovom mlijeku

Odredivanje ukupnog broja aerobno mezofilnih bakterija u sirovom mlijeku provodi se
brojanjem bakterijskih kolonija izraslih na hranjivoj podlozi u Petrijevim zdjelicama nakon
inkubacije od 72h pri 30°C prema medunarodnoj normi HRN EN ISO 4833-1:2013, metodi za
odredivanje broja kolonija odnosno mikroorganizama tehnikom zalijevanja podloge.
Dogovoreno je da svaka kolonija predstavlja jednu bakterijsku stanicu kako bi se olaksalo
usporedivanje rezultata. Klasicha metoda pripada kvanitativnoj metodi kojom se odreduje
broj prisutnih bakterija u analiziranom uzorku. Nedostatci ove metode su dugo vrijeme
izvodenja i neprikladnost prilikom analize velikog broja uzoraka. Ovom metodom odreduje
se broj prisutnih bakterija, ali ne i podatak koji su rodovi bakterija prisutni u analiziranom
uzorku.

Ukupan broj aerobno mezofilnih bakterija u uzorku izraCunava se na osnovi broja
izraslih kolonija prema slijedecoj formuli (Samarzija i sur., 2004.):

N = 2C
T (n14+01xn2)xd

gdje su: Y C - suma svih kolonija na svim izbrojanim Petrijevim zdjelicama
nl - broj izbrojanih zdjelica u prvom razrjedenju
n2 — broj izbrojanih zdjelica u drugom razrjedenju
d — prvo izbrojivo razrjedenje
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2.5.2. Metoda protocne citometrije

Proto¢na citometrija je suvremena metoda koja istovremeno mjeri, a zatim analizira
mnostvo fizikalnih karakteristika pojedinih Eestica, obi¢no stanica, kako one prolaze kroz
cijev koju osvjetljava laserski izvor svjetlosti. 1zmjerena svojstva ukljuc¢uju veli¢inu stanice,
relativnu granuliranost ili unutarnju sloZenost i relativni intenzitet fluorescencije. Te se
karakteristike odreduju koriStenjem sustava koji biljezi kako stanica ili Cestica rasprsuju
upadnu lasersku svjetlost i emitiraju fluorescenciju. Ova metoda u primjeni je u bakteriologiji
od 1960. godine, a za utvrdivanje ukupnog broja bakterija u mlijeku prva generacija koristi se
od 1980., a tre¢a generacija od 2000. godine. Instrument za proto¢nu citometriju sastoji se
od 3 glavna dijela: protocnog, optickog i elektronskog dijela (Slika 2.5.2.1.). Protocni dio
transportira Cestice do lasera u obliku tanke niti, opti¢ki dio se sastoji od lasera koji
osvjetljuju cCestice i optickih filtera koji preusmjeravaju svjetlosne signale do njihovih
detektora. Elektronski dio prevodi detektirane svjetlosne signale do elektronickih signala
koje racunalo moZe procesirati. Za analizu su pogodne stanice veli¢ine 0,2 - 150 um. Metoda
je u potpunosti automatizirana pa je tako u jednom satu moguce analizirati do 150 uzoraka
(Samarzija i sur., 2004.) dok se klasichom metodom mali broj uzoraka analizira vise dana
zbog potrebe inkubacije uzoraka (72 sata). Instrument filtrira uzorak mlijeka, mijesa ga sa
specificnim reagensom koji iz uzorka izdvaja sve komponente osim bakterijskih stanica.
Uzorak zatim protje¢e u obliku tanke niti kroz cijev koju osvjetljava laser. Fluorescencijski
obojena DNK bakterijske stanice stvara fluorescentne svjetlosne impulse koje ocitava
detektor Sto predstavlja pojedinacnu bakterijsku stanicu (eng. IBC-Indvidual Bacterial Count).
Ukupan broj bakterija u mlijeku izrazava se kao broj kolonija utvrden klasichom metodom
(eng. CFU - Colony Forming Units) pomoc¢u linearne regresije, rezultati ukupnog broja
bakterija odredenih metodom protoéne citometrije preracunavaju u jedinicu klasi¢ne
metode, pojedinacnu bakterijsku stanicu $to se naziva konverzijom rezultata (Samarzija i
sur., 2004.).

2. OPTICKI DIO

rasprsena svjetlost se
preusmjerava do

detektora /
- > -

-
3. ELEKTRONSKI
o DIO
/“ % svjetlosni signali

1. PROTOCNI DIO

se prevode do
signala koje
racunalo moie
detektirati

stanice prolaze u obliku
tanke niti kroz laserski
izvor svjetlosti gdje

rasprsuju svjetlost i
emitiraju fluorescenciju

Slika 2.5.2.1. Princip rada instrumenta za protocnu citometriju s glavnim dijelovima

(Izvor: https://www.iitk.ac.in/che/pdf/resources/Flow-Cytometry-reading-material.pdf - pristupljeno
20.3.2020.)
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2.6. MALDI-TOF tehnika identifikacije aerobno mezofilnih bakterija u
sirovom mlijeku

Spektrometrija masa je analiticka tehnika koja se koristi za identifikaciju nepoznatih
spojeva, za odredivanje strukturnih i kemijskih svojstava molekula te za kvantitativna
mjerenja poznatih spojeva. Temelj spektrometrije masa je razdvajanje iona uzorka koji se
analiziraju prema odnosu mase i naboja (m/z) u vakuumu. Osnovni dijelovi spektrometra
masa su izvor iona, analizator i detektor. Do danas su razvijena razliita instrumentalna
rjeSenja koja se temelje na kombiniranju razli¢itih sustava ionizacije (elektronskim udarom
(El), brzim atomima/ionima (FAB/FIB), elektrorasprsenjem (ESI), kemijska (Cl), desorpcijom
laserskim zracenjem (LDI), matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog
zraCenja (MALDI)) s razli¢itim sustavima analizatora masa (magnetski sektorski, kvadrupolni,
ionska stupica (IT), ionsko-ciklotronskom rezonancijom (ICR), s vremenom proleta (TOF)).

MALDI-TOF tehnika razvijena je 1987. godine Sto je omogucilo analizu termicki
nestabilnih biomolekula velikih masa (Karas i sur., 1987.).

|'.H-q--'|
I?@hli | L TOF
= -, AW AT _
— B —e =) ) & 5 — —_—
ol LIV DETEKTO
EIT'I @'-"’—_l:‘l ~
FT R T T .

MALDI PLOCICA: UBRZAVANIE IOMNA RAZDVAJAMNIE I0MA NA
UZORAK POMUESAN KORISTEMIEM TEMELU MASE | SPEKTAR MASA
S MATRICOM VISOKOG NAPOMNA MABOJA

Slika 2.6.1. Dijagram tijeka rada MALDI TOF instrumenta
(Izvor: Singhal i sur. (2015.))

Uzorak za analizu priprema se mijeSanjem analita s otopinom organskog spoja koji apsorbira
energiju laserskog zracenja, a naziva se matrica. Matrice koje se naj¢esce koriste su: a-cijano-
4-hidroksicimetna kiselina, 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina, sinapinska kiselina i nikotinska
kiselina. Otopina u kojoj se matrica otapa sastoji se od vode, organskog otapala (acetonitril,
metanol ili etanol) i jake kiseline poput trifluorooctene kiseline. Uzorak unutar matrice
ionizira se pomocu laserskog snopa Sto uzrokuje brzo zagrijavanje uzorka i prelazak u
plinovitu fazu (Slika 2.6.1.). Desorpcija i ionizacija laserskim snopom uglavnom generira
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pojedina¢no protonirane ione iz analita u uzorku. Protonirani ioni potom se ubrzavaju u
elektricnom polju s fiksnim potencijalom, pri éemu se oni medusobno odvajaju na osnovi
njihovog omjera mase i naboja. Detektor biljeZi broj iona pri svakoj vrijednosti m/z Sto
rezultira stvaranjem spektra masa (Singhal i sur., 2015.).

Ova tehnika uspjeSno se koristi u istrazivanjima za odredivanje mase proteina i peptida te
identifikaciju dosad nepoznatih proteina. Identifikaciju i klasifikaciju mikroorganizama kao
Sto su bakterije, gljivice (kvasci) i plijesni danas je moguce provesti brzo i jednostavno uz
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) sistem koji se sastoji od MALDI-TOF spektrometra masa,
MALDI Biotyper ra¢unalnog programa za rad i analizu, biblioteke mikroorganizama i
jednostavne metode za pripremu uzorka. Postupak identifikacije MALDI-TOF tehnikom
pocinje nanoSenjem kolonije mikroorganizma kojeg Zelimo identificirati na MALDI plocicu,
slijedi dodavanje matrice i unos u instrument gdje snimanje rezultira karakteristi¢nim
spektrima masa proteina za svaki mikroorganizam (eng. ,fingerprint“). Identifikacija i
klasifikacija mikroorganizama provodi se usporedbom spektra uzorka s referentnim
spektrom iz biblioteke mikroorganizama i obradom pomodéu MALDI Biotyper racunalnog
programa (Slika 2.6.2.). Racunalni program usporeduje pikove (eng. ,peak”)
neidentificiranog uzorka s referentnim spektrom. Ovisno o podudarnosti dvaju spektara,
rezultati su prikazani ocjenama 2.300 do 3.000 Sto ukazuje na pouzdanu i vrlo vjerojatnu
identifikaciju na razini vrste, 2.000 do 2.299 S$to ukazuje na sigurnu identifikaciju roda s
mogucom identifikacijom vrste, 1.700 do 1.999 ukazuje na vjerojatnu identifikaciju na razini
roda i rezultat manji od 1.700 ukazuje na nepouzdanu identifikaciju.

ey —
Nepoznati ) Uiriowanie ';‘J:fr:z';rfl"n’z:zzf:::a : MALDI 'Interpretacija ) Identificirani
mikroorganizam kolonije MALDI plogicu spektar masa rezultata mikroorganizam

W |

1 ——
)

&J v
i

oy

Slika 2.6.2. Postupak identifikacije MALDI-TOF tehnikom
(lzvor: Kazazi¢ S., 2020.)

Posljednjih godina ova tehnika je implementirana u laboratorijima i koristi kao inovativna
metoda za identifikaciju bakterija, kvasaca i plijesni u medicinskoj dijagnostici, kontroli vode i
hrane te istrazivanju okolisa. Razne genetske metode za identifikaciju mikroorganizama su
pouzdan alat u epidemioloskim studijama i znanstvenom radu, ali ih je tesko primijeniti u
rutinskom radu u laboratorijima koji rade s hranom.
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3. Konzerviranje sirovog mlijeka

Prema Upadhyay i sur. (2014.) konzervans za mlijeko moZe se definirati kao svaki
kemijski spoj koji, kada se koristi u mlijeku, sprjeCava promjene uzrokovane kontaminacijom,
rastom i razmnoZavanjem mikroorganizama. ldealni uvjeti pohrane mlijeka su postupci
hladenja na Sto niZim temperaturama. Hladenje minimizira rast bakterija i sprjecava sve
kemijske i fizikalne promjene koje mogu uslijediti zbog kontaminacije mlijeka raznim
mikroogranizmima. Posljedice hladenja mlijeka na vrlo niskim temperaturama su poremecaj
strukture masne globule u mlijeku Sto kasnije otezava provodenje analiza sirovog mlijeka.
Idealan konzervans osigurava zastitu od mehani¢kog oStecenja masnih globula. Danas se
razliCiti konzervansi koriste u laboratorijima za kontrolu kvalitete mlijeka te je njihova
primjena imperativ u modernoj analitici mlijeka. Konzervansi se koriste kako bi se sprijecila
kontaminacija sirovog mlijeka na putu od farme do laboratorija i njegovo prebrzo kvarenje
¢ime se mogu ugroziti rezultati analiza. Konzervansi svojim bakteriostatskim i baktericidnim
djelovanjem osiguravaju da kvaliteta mlijeka ostane nepromijenjena usred mogucih
previsokih temperatura transporta i pohrane ili neadekvatnog rukovanja s uzorcima. S
obzirom da uzorci mlijeka vrlo ¢esto dolaze s ruralnih podrucja gdje higijena okoline nije
vrhunska ¢este su naknadne kontaminacije uzoraka mlijeka, posebice u ljetnim mjesecima
kada viSe temperature pogoduju rastu i razmnozavanju raznih vrsta bakterija. Upravo zbog
¢injenice da je mlijeko medij pogodan za rast i razmnoZzavanje bakterija, kvasaca i plijesni, u
laboratorijima za analizu mlijeka uvedeno je koriStenje konzervansa kojima se osigurava da
sastav mlijeka ostane nepromijenjen i stalan od farme do laboratorija. Kako navode Antunac
i sur (2010.) danas na trZistu nalazimo razne vrste konzervansa medu kojima se najcesce
koriste Azidiol i Bronopol, dok se K-dikromat rjede koristi.

U proslosti su najcesée koristeni konzervansi hidrogen peroksid (vodikov peroksid),
formaldehid, kalijev dikromat, Zivin klorid, borna kiselina ili njihove kombinacije. U posljednje
vrijeme najcesce se koriste bronopol i azidiol. Uzorci sirovog mlijeka ne smiju se konzervirati
za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama metodom brojanja na hranjivoj podlozi, pri
odredivanju tocke ledista krioskopskom metodom te prilikom odredivanja inhibitornih tvari
u mlijeku (antibiotika). U navedenim slucajevima uzorci se moraju ohladiti na +4°C i dovesti
do laboratorija u roku 24h od muznje. Uzorci se konzerviraju u slu¢ajevima odredivanja suhe
tvari, mlijecne masti, proteina i laktoze, prilikom odredivanja broja somatskih stanica te kod
odredivanja ukupnog broja mikroorganizama metodom protoc¢ne citometrije (Antunac i sur.,
2010.). Antimikrobno djelovanje konzervansa ostvaruje se slijede¢im procesima: inhibicija
sinteze proteina, inhibicija enzimske aktivnosti i osSte¢enje stanicne membrane.

Razlikuju se razne poZeljne karakteristike konzervansa koji se koriste za konzerviranje
mlijeka. Primarna karakteristika koju konzervans mora imati je da se njegovim koriStenjem
ne mijenja sastav mlijeka, odnosno da se sprijeci bilo kakav utjecaj konzervansa na krajniji
rezultat analize. Samarzija (2004.) navodi kako se koristenjem azidiola ne mijenja kemijski
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sastav, ni mikrobna populacija u uzorcima mlijeka, ali da se broj bakterija moze smanijiti ako
se mlijeko analizira drugog ili tre¢eg dana od uzimanja uzorka. Prema navodima Upadhyay i
sur. (2014.) ostale pozeljne karakteristike su slijedece:

(1) Sirok spektar djelovanja - konzervans mora imati $irok spektar djelovanja kako bi
djelovao na $to je vise mogucée mikroorganizama koji se potencijalno mogu nadéi u
mlijeku.

(2) Ucinkovitost pri minimalnim koncentracijama - konzervans bi trebao biti ucinkovit
u niskim koncentracijama u mlijeku kako bi se minimiziralo razrjedivanje uzoraka,
smanijili troSkovi i ubrzali postupci rukovanja.

(3) Visoka topljivost u vodi - kako mlijeko ima 87% vode u svom sastavu, konzervans
mora imati sposobnost djelovanja protiv mikroorganizama u fazi vodene
otopine; visoka topljivost u vodi takoder osigurava lakSe mijesanje s mlijekom bez
pretjeranog mehanic¢kog rada.

(4) Stabilnost — konzervans mora biti stabilan u skoro svim uvjetima skladiStenja i
transporta.

(5) Prisutnost boje - za razliku od konzervansa koji se koriste u kozmetickoj industriji,
pozeljna karakteristika mlije¢nog konzervansa je da oboji uzorak u kojem se koristi
zbog identifikacije i sigurnosti.

(6) Kompatibilnost - dobar konzervans mlijeka trebao bi biti podjednako ucinkovit u
skupnim uzorcima mlijeka kao i u svjeZim uzorcima pojedinih krava ili drugih
sisavaca te biti prikladan za uzorke mlijeka s visokim udjelom mlijeCne masti i za
mlijeko bez mlije€ne masti.

(7) Rok trajanja - konzervans mlijeka trebao bi biti u¢inkovit u mlijeku u razdoblju od 6
mjeseci do 1 godine.

(8) Toksi€nost i zbrinjavanje - konzervans ne bi trebao uzrokovati alergije i ne biti
toksian prema ljudima koji ga koriste odnosno rukovode s njime. Unatoc
potrebnom biocidnom svojstvu, nakon zbrinjavanja ne bi trebao postati toksic¢an za
okolis.

(9) Ekonomicnost - troSak konzervansa treba biti minimalan, a konzervans bi trebao
biti lako dostupan.

(10) Sposobnost proizvodnje u obliku tableta - lakSe je rukovanje s konzervansima koji
se nalaze u krutom obliku te je veca preciznost prilikom njihovog doziranja.

Prema mehanizmu djelovanja konzervansa dijele se na bakteriostatske (inhibitorno
djelovanje na bakterije) i baktericidne konzervanse (antibakterijsko djelovanje).

Kako navode Zajac i sur. (2016.) tocna analiza sastojaka mlijeka vrlo je vaina za
mljekarsku industriju. Najveé¢i ekonomski problem uzrokovan koristenjem konzervansa
dogada se kada mlijeko koriSteno za umjeravanje i referentnu analizu ne sadrzi isti
konzervans ili kada je mlijeko za umjeravanje konzervirano, a mlijeko za ispitivanje nije. Ovi
ucinci mogu rezultirati pogreSkama u plac¢anju analiza za velike pogone mljekarske industrije
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u rasponu od nekoliko stotina tisu¢a do preko milijun dolara godiSnje. Konzervansi mogu
utjecati na reakciju infracrvenog instrumenta na uzorke, kao i na rezultate referentne
analize. U¢inci mogu biti razliciti za razli¢ite komponente i konfiguracije instrumenta. Zbog
toga je vazno da se ovi specific¢ni ucinci ispitaju prije provodenja bilo kakvog konzerviranja
uzoraka. Ukoliko hladenje uzorka nije moguce, moraju se upotrijebiti kemijski konzervansi.
Minimalni zahtjev za kemijski konzervans mlijeka je da mora osigurati to¢no provodenje
analiza. Uzorak mlijeka mora zadrzati svoj izvorni sastav od vremena muznje do vremena
analize, a konzervans ne smije utjecati na rezultat ispitivanja. U studiji koju su proveli Zajac i
sur. (2016.) otkriven je znacajan utjecaj koncentracije konzervansa na odredivanje sastojaka
sirovog kravljeg mlijeka metodom infracrvene spektrometrije. Konacne koncentracije
kalijevog dikromata, azidiola, bronopola i microtabsa Il u uzorku sirovog kravljeg mlijeka
trebale bi biti oko 0,01-0,02%. Niza koncentracija od 0,005%, nije dovoljna za ucinkovito
konzerviranje mlijeka. Uporaba vecih koncentracija, 0,1%, 0,5% i 1%, dovela je do znacajnih
odstupanja i mogla bi znacajno utjecati na rezultate analiza. Opcenito, smanjenje udjela
masti i povecanje proteina, laktoze i suhe tvari bez masti utvrdeno je kada su konzervansi
koristeni u koncentraciji od 0,01%. Navedeno istraZivanje ukazalo je na pravilno koristenje i
doziranje konzervansa prije provodenja analiza i umjeravanja instrumenata ukoliko ne bi
doslo do njihovog negativnog utjecaja na rezultate analiza.

3.1. Bakteriostatski konzervansi

Bakteriostatski konzervansi su oni koji svojim djelovanjem inhibitorno djeluju na
bakterije te zaustavljaju rast i razmnozavanje u mediju.

3.1.1. Azidiol

Azidiol (natrijev azid i kloramfenikol) je bakteriostatski konzervans koji se vrlo ¢esto
koristi u laboratorijima za kontrolu kvalitete mlijeka. Najées¢e dolazi u obliku plavih tableta
(Slika 3.1.1.1.). Komponente azidiola natrijev azid i kloramfenikol inhibitorno djeluju na
metabolicku aktivnost bakterija. Koliformne bakterije i stafilokoki osjetljivi su na natrijev
Uzorci za kemijsku analizu s azidiolom mogu se Cuvati viSe od 15 dana na 4°C i najmanje
tjedan dana na sobnoj temperaturi (oko 20°C) (Upadhyay i sur., 2014.).

Prema Singh i sur. (2015.) azidiol je konzervans koji se naj¢es¢e koristi u svim
laboratorijima za ispitivanje mlijeka za kemijska i bakterioloska ispitivanja. Kloramfenikol,
jedan od aktivnih sastojaka azidiola je bakteriostatski antibiotik. Upotreba azidiola kao
konzervansa prije zamrzavanja i zagrijavanje mlijeka na 60°C nakon odmrzavanja rezultiralo
je znadajnim smanjenjem broja somatskih stanica u mlijeku. U sirovom mlijeku u¢inkovitost
azidiola kao bakteriostatskog sredstva ovisi o temperaturi pohrane uzorka i nije ovisna o
pocetnoj razini kontaminacije. Konzervirani uzorci mlijeka mogu se analizirati do tjedan dana
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nakon konzerviranja ukoliko su pohranjeni pri temperaturi 1-4°C. Natrijev azid je toksi¢ni
spoj i ne razgraduje se u okoliSu. Upravo iz tog razloga azidiol se ne koristi u prehrambenoj
industriji kao konzervans veé samo u laboratorijima za konzerviranje uzoraka.

Slika 3.1.1.1. Azidiol u obliku tableta

3.1.2. Vodikov peroksid (H,0,)

Vodikov peroksid (H,0,) kao snazno oksidacijsko i antibakterijsko sredstvo uvelike se
koristi kao konzervans u mlijeku i mlije¢nim proizvodima zbog poznatog potencijala
inhibiranja rasta i razmnozavanja bakterija, te produljuje rok trajanja mlijeka. Smatra se
ucinkovitim i sigurnim konzervansom. Prema americkoj agenciji za hranu i lijekove prepoznat
je kao sigurno antimikrobno sredstvo. Njegovo antimikrobno djelovanje u mlijeku ovisi o
koncentraciji i na njega utjeCu ¢imbenici poput pH i temperature. Kod upotrebe vodikovog
peroksida u mlijeku njegova koli¢ina ne smije prelaziti 0,05% koli¢ine mlijeka kako bi se
smanijili Stetni ucinci na ljudsko zdravlje (Singh i sur., 2015.).

Kemijska svojstva H,0, prepoznao je francuski kemicar Thenarda 1818. Prvi pokusi u
ocuvanju mlijeka s H,0, izvedeni su ve¢ 1883. Vodikov peroksid tradicionalni je konzervans
za inhibiciju proliferacije mikroorganizama i kvarenja mlijeka. Jedan mililitar 23%-tne otopine
H,0, u 300 mL sirovog mlijeka moZe odrzavati smanjenje broja bakterija tijekom 6 dana
skladistenja na 8-10°C. Medutim, bududi se H,0, nalazi u obliku tekuc¢ine ima relativno
kratkotrajnu ucinkovitost, pa nije pogodan za dugotrajno Cuvanje uzoraka. Antimikrobna
ucinkovitost H,0, u velikoj mjeri ovisi o vrsti kontaminacije i pocetnoj kvaliteti sirovog
mlijeka (tj. razini kontaminacije bakterijama i broju somatskih stanica). Opcenito, Gram-
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pozitivne bakterije mlijecne kiseline otpornije su na H,0, od Gram-negativnih bakterija.
Takoder, antimikrobno djelovanje H,O, odredeno je koristenom koncentracijom i
temperaturom. Koli¢ina H,0, potrebna za znacajnu inhibiciju rasta bakterija je mala i ne
donosi znacajnu promjenu u ukupnoj koli¢ini mlijeka $to znaci da nema nikakav utjecaj na
udio masti i proteina. Vecina dodanog H,0, razgraduje se mikroorganizmima koji su pozitivni
na katalazu. Njegovim raspadanjem dobivaju se voda i kisik. U razrijedenim otopinama H,0,
smanjuje se i oksidacijski u¢inak. Opcenito, utjecaj H,0, kao konzervansa na mlijeko pojacan
je porastom temperature i produljenjem razdoblja konzerviranja. Za konzerviranje mlijeka,
otopina H,0, mora biti vrhunske kvalitete i bez ikakvih necisto¢a (Upadhyay i sur., 2014.).

3.1.3. Natrijev azid

Prema navodima Upadhyay i sur. (2014.) natrijev azid (NaNs) je bezbojna, kristalna
kruta tvar ili otopina. Topljiv je u vodi ili tekuéem amonijaku, a slabo topljiv u alkoholima.
Koliformne bakterije i stafilokoki osjetljivi su na natrijev azid. Ucinkovit je u stabiliziranju
uzoraka mlijeka koji se koriste za mjerenje sadrzaja masti i proteina. Sierra i sur. (2009.)
otkrili su da poveéana razina natrijevog azida uzrokuje smanjivanje tocke ledista uzoraka
mlijeka. Glavni problem koji se odnosi na natrijev azid jest taj Sto je sposoban reagirati s
metalima u cijevima otpadnog sustava unutar laboratorijskih zgrada i u kanalizacijskim
sustavima, stvarajuci spontane eksplozije.

3.2. Bakteriocidni konzervansi

Bakteriocidni konzervansi su oni koji imaju antibakterijsko djelovanje te svojim
prisustvom u mlijeku unistavaju trenutno prisutne bakterije.

3.2.1. Bronopol

Singh i sur. (2015.) navode da je bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol)
vodotopljivi bakteriocidni konzervans koji se koristi u raznim higijenskim proizvodima,
kozmetici, farmaceutskim proizvodima, tekstilnoj industriji, tvornicama papira i sustavima za
hladenje i u mlijeku i mlijeénim proizvodima. Biocidno djelovanje bronopola pripisuje se
kataliti¢koj oksidaciji tiola unutar mikrobnih membrana i stvaranje slobodnih radikala koji
vode do lize bakterijskih stanica, Sto potencijalno utje¢e na koncentracije odredenih masnih
kiselina prisutnih u mlijeku. Dodan u mlijeko, Cisti bronopol ne mijenja boju mlijeka. Kod ljudi
moZe izazvati alergijske reakcije i dermatitis prilikom izlaganja.
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3.2.2. Borna kiselina

Borna kiselina (H3BOs) je antimikrobno sredstvo koje se koristi kada je sirovo mlijeko
loSe mikrobioloske kvalitete. Ponekad se dodaje u prehrambene proizvode za kontrolu
Zelatinizacije Skroba, poboljsanja boje, teksture i okusa hrane. Upotreba ovog konzervansa
zabranjena je u mnogim zemljama ukljuCujuéi Ujedinjeno Kraljevstvo, Tajland, Kinu i
Maleziju. Smatra se Stetnim za ljudsko zdravlje te se njegova upotreba ne preporucuje.
Smrtonosne doze za dojenc¢ad su 3-6 g, a za odrasle 15-20 g. Borna kiselina moze prouzroditi
mucninu, povracanje, krvavi proljev, jake gréeve, otkazivanje bubrega, konvulzije i ostala
zdravstvene probleme (Singh i sur. 2015.).

3.2.3. Zivin klorid

Zivin klorid (HgCl,) je u proslosti odobren u SAD-u kao konzervans za uzorke sirovog
mlijeka. Otrovan je i korozivan, ali u¢inkovit konzervans. Cesto je prodavan u obliku tableta
koje su bile kombinacija Zivinog klorida i drugih oksidirajucih sredstava. Tablete su dolazile u
dvije doze: 0,5 g i 1 g. Oko 46,7% tablete Cini HgCl,, ostatak je inertni materijal za punjenje i
vezivni materijal kao Sto su natrijev klorid, akacija i mineralno ulje. Danas se Zivin klorid vise
ne koristi kao konzervans jer je do kraja 1960. zabranjen za upotrebu zbog Stetnog utjecaja
na okolis i ljudsko zdravlje. Nadalje, njegova korozivna priroda doprinosi troSenju materijala
u laboratorijima koji obavljaju instrumentalnu analizu (Upadhyay i sur., 2014.).

3.2.4. Kalijev dikromat

Nakon zabrane koriStenja zZivinog klorida, kalijev dikromat (K,Cr,O-) je prihvaéen kao
konzervans za uzorke mlijeka. Relativno je nekorozivan i pojavljuje se u narancasto-crvenoj
boji zbog formiranja dikromatnog iona. U farmaceutskoj industriji se iskljuéivo koristi kao
oksidiraju¢e sredstvo. Prosje¢na veli¢ina tableta ovog konzervansa je 100 mg u kojima se
nalazi 41 mg aktivhog sastojka. U 100 mL mlijeka dodaje se 0,04% kalijevog dikromata.
Problemi vezani uz ovaj konzervans su da uzorci mlijeka s vremenom postaju kiseli i
koaguliraju. Mijenja se i boja mlijeka koja postaje sivkasto zelena. lako se kalijev dikromat
pokazao kao dobar konzervans, Cesto se istiCe kao problemati¢an. Njegova molekularna
struktura sadrzi Sesterovalentni krom koji je poznati uzro¢nik nadrazivanja sluznice nosa,
krvarenja nosa i rinitisa. Kod ljudi koji su bili u kontaktu s ovim konzervansom zabiljezeni su
razliCiti stupnjevi ekcema. Takoder, s obzirom da je biocidan uzrokuje okoliSne probleme
vezane uz zbrinjavanje (Upadhyay i sur., 2014.).
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3.2.5. Formaldehid

Formaldehid (CH,0) je komercijalno dostupan kao 37-40% vodena otopina poznata
kao formalin. Prilikom skladiStenja moZe tvoriti polimere, to¢nije paraformaldehid (CH,0),,
koji je uglavnom u obliku trimera, poznatih kao meta-formaldehid ili trioksimetilen. Kako bi
se inhibirala polimerizacija formaldehida, u komercijalno dostupan formalin dodaje se 10—
15% metanola. Formalin, kao skladisni antiseptik i dezinficijens, koristi se u ocuvanju
razli¢itih prehrambenih proizvoda. Kao poznati karcinogen zabranjena je njegova upotreba u
prehrambenim proizvodima za konzumaciju. U Indiji je dopusSteno konzerviranje mlijeka i
mlijecnih proizvoda namijenjenih kemijskoj analizi u koli¢ini od 0,1 mL/25 mL. Formaldehid
djeluje alkiliranjem amino, karboksilne ili hidroksilne skupine i vjerojatno ostecuje nukleinske
kiseline. Inaktivira sve mikroorganizme, ukljuujuéi spore. Upotreba formalina na takvoj
razini pokazala je promjenjive rezultate u pogledu njegove sposobnosti o¢uvanja uzoraka. Za
objasnjenje ove varijabilnosti predlagani su razli¢iti razlozi, kao Sto su upotreba formalina
loSije kvalitete, razdoblje skladiStenja, temperatura skladistenja i svojstva uzorka. Pokazalo
se da utjece na razlicita fizikalno-kemijska svojstva, kao i na sadrzaj masti, proteina, laktoze i
ukupne suhe tvari tijekom skladistenja (Upadhyay i sur., 2014.).
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4. Materijali i metode rada

4.1. Uzrokovanje mlijeka

Od ozujka do srpnja 2020. godine prikupljeno je 40 uzoraka sirovog mlijeka koji su
analizirani u visSe serija. Ukupno je prikupljeno i analizirano 3 serije mlijeka (uzorci serije 1
prikupljeni su 02.03.2020., uzorci serije 2 - 15.06.2020., te uzorci serije 3 - 10.07.2020.).

4.2. Odredivanje broja bakterija u mlijeku metodom protocne
citometrije

Ukupan broj bakterija u uzorcima sirovog mlijeka odredivan metodom protocne
citometrije na instrumentu ,,Bactoscan FC" (Foss, Danska) (Slika 4.2.1.) u Referentnom
laboratoriju za mlijeko i mlije€ne proizvode, Zavoda za mljekarstvo, Agronomskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Ovaj instrument sluZi za brzo odredivanje higijenske kvalitete uzoraka
sirovog mlijeka brojanjem ukupnog broja bakterija u uzorku. Bakterije se u inkubacijskoj
jedinici boje fluorescentnom bojom: etidij bromid. Inkubiranja mjeSavina uzorka i reagensa
se uvodi u obliku vrlo tankog sloja u protoc¢nu stanicu. Kod proto€ne stanice smjesten je
modul s detektorima fluorescencije koji detektiraju svijetlo koje emitiraju obojene bakterije.
Na temelju intenziteta svjetla iz razli¢itih detektora, svjetlosni signali se analiziraju i
konvertiraju u elektricne impulse. Modul za brojanje sumira elektricne impulse i rezultat se
prikazuje na monitoru racunala. Kako bi se iz uzorka izolirale sve Cestice kao npr. kazeinske
micele, masne globule i somatske stanice — uzorak se kemijski tretira ¢ime se sve navedene
Cestice osim bakterijske stanice uniste. Na kraju instrument metodom linearne regresije
preracunava rezultate iz pojedinacnih bakterija (eng. IBC) u broj zZivih bakterija koje formiraju
kolonije (eng. CFU).

Slika 4.2.1. Bactoscan FC instrument za protocnu citometriju
(Izvor: https://www.fossanalytics.com/en/products/bactoscan - pristupljeno 16.05.2020.)
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4.3. Klasicna metoda odredivanja broja aerobno mezofilnih bakterija u
sirovom mlijeku

Odredivanje broja aerobno mezofilnih bakterija u mlijeku temelji se na medunarodnoj
normi HRN EN ISO 4833:2003. Metoda odredivanja broja bakterija na hranjivoj podlozi
sastoji se od pripreme otopine peptona i hranjive podloge. Za pripremu otopine peptona
potrebno je odvagati 1 g peptona i nadopuniti do 1000 mL s destiliranom vodom. Po 9 mL
pripremljene otopine peptona se zatim uz pomoc¢ automatske birete pipetira u epruvete i
zatvara Cepovima. Epruvete napunjene peptonom steriliziraju se u autoklavu pri temperaturi
od 121°C u trajanju od 22 minute. Nakon pripreme peptona slijedi priprema hranjive
podloge. Potrebno je odvagati 24,5 g hranjive podloge (Tripton-5 g, ekstrakt kvasca-2,5 g,
glukoza-1 g, mlijeko u prahu-1 g, Agar BIOS LL-15 g) i nadopuni do 1000 mL destilirane vode.
Hranjiva podloga se zagrijava na plameniku do vrenja uz neprestano mijesanje (Slika 4.3.1.),
prebacuje u vatrostalne bocice s navojem i sterilizira na isti nac¢in kao otopina peptona.

Slika 4.3.1. Kuhanje hranjive podloge na plameniku

Za odredivanje broja bakterija u mlijeku potrebno je prirediti uzorke mlijeka koji su
prethodno analizirani u instrumentu ,Bactoscan FC“ kako bi se lakSe odabrala potrebna
razrijedenja. Dodatni potrebni pribor za provodenje analize su sterilizirane Petrijeve zdjelice,
sterilizirani nastavci za pipete, sterilizirana automatska pipetu i vibracijska mjesalica za
homogeniziranje uzoraka. Radnu povrsinu je prije pocetka analize potrebno dezinficirati
70%-tnim etilnim alkoholom.
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Slika 4.3.2. Radna povrsina s potrebnim priborom za odredivanja ukupnog broja aerobno

mezofilnih bakterija u mlijeku klasichom metodom HRN EN I1SO 4833-1:2013

Uzorke mlijeka prije analize potrebno je promijesati na vibracijskoj mjesalici. Za
pripremu uzorka mlijeka razrjedenja 10™ sterilno se pipetira 1 mL mlijeka u epruvetu s 9 mL
sterilne otopine peptona (Slika 4.3.3.). Za pripremu uzorka mlijeka razrjedenja 10
priredenog uzorka mlijeka razrjedenja 10™ se pipetira 1 mL suspenzije u epruvetu s 9 mL
sterilne otopine peptona. Isti postupak se ponavlja do potrebnog razrjedenja. U praznu
Petrijevu zdjelicu pipetira se 1 mL uzorka odgovarajuéeg razrjedenja. Uzorak se zatim
preljeva s 12-15 mL hranjive podloge prethodno zagrijane na 45°C. Nakon $to se hranjiva
podloga stvrdne, Petrijeve zdjelice stavljaju se na inkubaciju pri 30°C u trajanju od 72h.

1mi 1ml 1ml 1mil 1ml

uzorak mlijeka

9 ml pepto
u svakoj
epruveti

razrjedenja:

*\j

RS

1:10,000

Slika 4.3.3. Postupak dobivanja potrebnog decimalnog razrjedenja uzorka
(Izvor: https://classconnection.s3.amazonaws.com/845/flashcards/4237845/png/screen shot 2013-11-
16_at 93054 am-14261532A1E483696F6.png - pristupljeno 20.3.2020.)
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Preostali volumen uzoraka sirovog mlijeka konzervira se dodatkom azidiola (Slika
4.3.4.) te se sutradan opisana procedura ponavlja s konzerviranim uzrocima mlijeka. Nakon
72 h inkubacije provodi se brojanje izraslih kolonija na hranjivoj podlozi (Slika 4.3.5.).
Kolonije su zatim oznacene i identificirane pomoéu MALDI-TOF tehnike na Institutu Ruder
Boskovi¢ u Zavodu za fizicku kemiju.

Slika 4.3.4. Uzorci konzervirani azidiolom

Slika 4.3.5. Brojanje kolonija bakterija izraslih na hranjivoj podlozi

4.4. Postupak uzorkovanja i identifikacija MALDI-TOF tehnikom

Za identifikaciju izraslih kolonija na Petrijevim zdjelicama koriStena je MALDI-TOF
tehnika na Institutu Ruder BosSkovi¢ u Zagrebu. Za provodenje analize potrebne su: sterilne
Cackalice, uzorci sa oznacenim kolonijama, mravlja kiselina, automatska pipeta namjestena
na 1 uL, MALDI matrica, MALDI-TOF instrument i softverski program MALDI Biotyper 3.0 koji
sadrzi biblioteku mikroorganizama.

Prvi korak je uzimanje uzorka kolonije s Petrijeve zdjelice sterilnom ¢ackalicom (Slika
4.4.1). Uzeti uzorak se nanosi na MALDI plo€icu na $to se onda nanosi 1 pL mravlje kiseline i
1 uL MALDI matrice nakon $to se nanesena mravlja kiselina osusi (Slika 4.4.2).
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Slika 4.4.2. MALDI plocica sa nanesenim uzo

=

rcima, mravljom kiselinom i MALDI matricom

Nakon $to se svi uzorci nanesu na MALDI plocicu i osuse, MALDI plocica se stavlja u
MALDI-TOF instrument i zapocinje identifikacija kolonija. Poslije unoSenja plocice u
instrument izraduje se lista za ocitanje klasificiranih bakterija. MALDI-TOF instrument
usporeduje automatski generirani spektar mase uzorka s referentnim spektrima koje ima
pohranjene u biblioteci. Nakon toga slijedi obrada MALDI Biotyper softverskim
programom.

Instrument na kraju analize rezultate na ekranu raéunala prikazuje u 3 boje: zelena
boja oznacava savrSeno preklapanje izmedu spektra mase uzorka i referentnog spektra.
Zuta boja oznacava djelomi¢no preklapanje, a kada postoje razlike izmedu spektra uzorka i
referentnog spektra to je oznaceno crvenom bojom.
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5. Rezultati i rasprava

5.1. Rezultati protocne citometrije i klasicne metode odredivanja
ukupnog broja aerobno mezofilnih bakterija

Rezultati odredivanja ukupnog broja aerobno mezofilnih bakterija (CFU/mL) 40
uzoraka sirovog mlijeka metodom protocne citometrije prikazani su u Tablicama 5.1.1., 5.1.2.
i 5.1.3. prikazuju.

Tablica 5.1.1. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) za uzorke sirovog
mlijeka odredenih na instrumentu Bactoscan FC (serija 1)

Uzorci sirovog mlijeka serije 1 Ukupan broj aerobno mezofilnih
bakterija (CFU/mL)
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Ukupan broj aerobno mezofilnih bakterija odredivan je i klasi¢chom metodom brojanja
izraslih kolonija na hranjivoj podlozi za uzorke sirovog i konzerviranog mlijeka azidiolom.
Grafikon 5.1.1. prikazuje razlike u broju aerobno mezofilnih bakterija u sirovom i
konzerviranom mlijeku. 1z grafikona je vidljivo smanjenje broja kolonija u uzorcima
konzerviranim azidiolom.
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Grafikon 5.1.1. Ukupan broj aerobno mezofilnih bakterija u sirovom i konzerviranom
mlijeku (x10* ) izraZeni u CFU/mL

Prosjecni broj bakterija u seriji 1 za uzorke sirovog mlijeka bio je 236.000 CFU/mL, a za
uzorke konzerviranog mlijeka 130.000 CFU/mL Sto je prosje¢no smanjenje od 45% nakon
koriStenja konzervansa. U seriji 1 formirane su 2 skupine uzoraka ovisno o pocetnom broju
bakterija, kako bi mogli prouciti trend smanjenja broja bakterija u seriji. Skupina A oznacava
uzorke sa pocetnim brojem bakterija od 1-100.000 CFU/mL (n=8) te je prosjecan broj
aerobno mezofilnih bakterija u sirovim uzorcima ove skupine bio 53.625 CFU/mL, a nakon
koristenja konzervansa prosjek je 47.125 CFU/mL $to je smanjenje od 12,12%. Skupina B
oznacava uzorke s pocetnim brojem > 100.000 CFU/mL (n=2) te je prosjecan broj aerobno
mezofilnih bakterija u sirovim uzorcima ove skupine bio 965.000 CFU/mL, a u konzerviranim
uzorcima 460.000 CFU/mL 3$to je smanjenje od 52,33%. Grafikon 5.1.2. prikazuje prosjecno
smanjenje CFU/mL ovisno o poc¢etnom broju aerobno mezofilnih bakterija koji su uzorci imali
nakon upotrebe azidiola te je vidljivo kako se povecanjem pocetnog broja bakterija

koriStenjem konzervansa povedava i razlika u pocetnom i krajnjem broju bakterija u uzorku.

Prosjecno smanjenje broja CFU/mL u konzerviranom

mlijeku u uzorcima serije 1
52,33%

60
50
40
30
20
10 -

12,12%

skupina A: 1-100 000 CFU/mL skupina B: > 100 000 CFU/mL

skupina A: 1-100 000 CFU/mL = skupina B: > 100 000 CFU/mL

Grafikon 5.1.2. Prosje¢no smanjenje broja CFU/mL nakon koristenja azidiola ovisno o
pocetnom broju bakterija za uzorke serije 1

29



Tablica 5.1.2. Rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) za uzorke sirovog
mlijeka odredenih na instrumentu Bactoscan FC (serija 2)

Uzorci sirovog mlijeka serije 2 Ukupan broj aerobno mezofilnih
bakterija (CFU/mL)
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Kod uzoraka serije 2 ukupan broj aerobno mezofilnih bakterija odreden klasiécnom
metodom kretao se od 42.000 do 257.000 CFU/mL. Grafikon 5.1.3. prikazuje usporedbu
broja kolonija u sirovom i konzerviranom mlijeku za uzorke serije 2 dobivenih brojanjem na
hranjivoj podlozi.
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Grafikon 5.1.3. Rezultati odredivanja broja kolonija klasichom metodom u sirovom i
konzerviranom mlijeku (x10*) izrazeni u CFU/mL u seriji uzoraka 2

Prosjecni broj aerobno mezofilnih bakterija u seriji 2 za uzorke sirovog mlijeka bio je
74.000 CFU/mL, a za uzorke konzerviranog mlijeka 47.000 CFU/mL $to je prosjecno
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smanjenje od 36% nakon koristenja konzervansa. U seriji 2 formirane su 2 skupine uzoraka
ovisno o poc¢etnom broju bakterija. Skupina A oznaéava uzorke s pocetnim brojem bakterija
od 1-1. 000 CFU/mL (n=8) te je prosjecan broj aerobno mezofilnih bakterija u sirovim
uzorcima ove skupine bio 59.000 CFU/mL, a u konzerviranim uzorcima 46.125 CFU/mL sto je
prosjecno smanjenje od 21,82%. Skupina B su uzorci s pocetnim brojem > 100.000 CFU/mL
(n=2). Uzorci sirovog mlijeka skupine B imali su prosjecni broj aerobno mezofilnih bakterija
od 134.000 CFU/mL, a konzervirani uzorci 51.500 CFU/mL Sto je smanjenje od 61,57%.
Grafikon 5.1.4. prikazuje prosje¢no smanjenje broja CFU/mL ovisno o pocetnom broju
bakterija koji su uzorci imali nakon upotrebe azidiola.

Prosjecno smanjenje broja CFU/mL u konzerviranom
mlijeku u uzorcima serije 2

80
61,57%
60
40
21,82%
20 ——m—
0 T
skupina A: 1-100 000 CFU/mL skupina B: > 100 000 CFU/mL

skupina A: 1-100 000 CFU/mL m skupina B: > 100 000 CFU/mL

Grafikon 5.1.4. Prosjecno smanjenje broja CFU/mL nakon koriStenja azidiola ovisno o
pocetnom broju bakterija za uzorke serije 2
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Tablica 5.1.3. Rezultati odredivanja ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija (CFU) za
uzorke sirovog mlijeka odredenih na instrumentu Bactoscan FC (serija 3)

Uzorci sirovog mlijeka serije 3 Ukupan broj aerobno mezofilnih
bakterija (CFU/mL)
1 110.000
2 165.000
3 421.000
4 2 444.000
5 1 880.000
6 1 415.000
7 52.000
8 472.000
9 270.000
10 34.000
11 16.000
12 290.000
13 170.000
14 69.000
15 691.000
16 1011.000
17 139.000
18 137.000
19 520.000
20 79.000

U uzorcima sirovog mlijeka serije 3 utvrden je broj aerobno mezofilnih bakterija od
16.000 do 2 444.000 CFU/mL sirovog mlijeka. Konzerviranje mlijeka u vecini uzoraka utjecalo
je na smanjenje broja aerobno mezofilnih bakterija sto je prikazano u grafikonu 5.1.5.
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Grafikon 5.1.5. Rezultati odredivanja brojanja kolonija klasicnom metodom u sirovom i
konzerviranom mlijeku (x10*) izrazeni u CFU/mL u seriji uzoraka 3

Prosjecni broj aerobno mezofilnih bakterija u seriji 3 za uzorke sirovog mlijeka iznosio
je 391.000 CFU/mL, a za uzorke konzerviranog mlijeka 365.000 CFU/mL, Sto je prosjecno
smanjenje od 6,61% nakon koristenja konzervansa. U seriji 3 formirane su 2 skupine uzoraka
ovisno o pocetnom broju bakterija. Skupina A oznadava uzorke s pocetnim brojem bakterija
od 1-100.000 CFU/mL (n=5) gdje je prosjec¢an broj aerobno mezofilnih bakterija bio 76.200
CFU/mL dok se jedino u ovoj skupini uocava prosje¢no povecanje u uzorcima konzerviranim
azidiolom pa je tako prosjek za konzervirane uzorke 101.800 CFU/mL Sto je povecdanje od
25,15%. Skupina B su uzorci s pocetnim brojem > 100.000 CFU/mL (n=15) te je prosjek za
sirove uzorke ove skupine iznosio 372.050 CFU/mL, a u konzerviranim uzorcima 339.800
CFU/mL 3$to je smanjenje od prosjecno 8,67%. Grafikon 5.1.6. prikazuje promjenu broja
CFU/mL ovisno o pocetnom broju bakterija koji su uzorci imali nakon upotrebe azidiola.
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Promjena broja CFU/mL u konzerviranom mlijeku u
uzorcima serije 3

30 25,15%
20 -
10 +—— 8,67%
0 T 1
skupina A: 1-100 000 CFU/mL skupina B: > 100 000 CFU/mL
skupina A: 1-100 000 CFU/mL skupina B: > 100 000 CFU/mL

Grafikon 5.1.6. Prosjec¢no smanjenje broja CFU/mL nakon koristenja azidiola ovisno o
pocetnom broju bakterija za uzorke serije 3

Grafikon 5.1.7. prikazuje prosjecan trend promjene broja aerobno mezofilnih bakterija
u uzorcima mlijeka za sve serije uzoraka nakon koriStenja azidiola. Za sve serije uzoraka
skupina A sastojala se od 21 uzorka, a skupina B od 19 uzoraka. Prosjec¢ni broj CFU/mL za sve
uzorke sirovog mlijeka skupine A iznosio je 61.047 CFU/mL dok je za konzervirane uzorke
skupine A on bio 59.762 CFU/mL $to je prosjecno smanjenje od 2,11%. Za skupinu B svih
uzoraka prosjek aerobno mezofilnih bakterija iznosio je 507.316 CFU/mL, a nakon
konzerviranja on je bio 411.526 CFU/mL Sto je prosjecno smanjenje od 18,88%.

Od ukupno 40 uzoraka u 30 uzoraka uoceno je smanjenje broja kolonija u uzorcima
konzerviranim azidiolom. U 8 uzoraka uocava se povedéanje broja kolonija dok su nikakva
odstupanja uocena u 2 uzorka. U 9 uzoraka uoceno je odstupanje manje od 10%, od toga je 5
uzoraka iz skupine s pocetnim brojem do 100.000 CFU/mL. Najmanja odstupanja uocena su
u skupini do 100.000 CFU/mL i za sve serije iznose prosjecno 2,11%. Za sve uzorke vecée od
100.000 CFU/mL prosjecna odstupanja iznose prosjecno 18,88%. Dobiveni rezultati upudéuju
na zakljucak da je azidiol najboljeg djelovanja za skupinu uzoraka s pocetnim brojem aerobno
mezofilnih bakterija manjim od 100.000, dok njegovo djelovanje postaje nestabilnije kod
uzoraka mlijeka s poveéanim brojem bakterija. Prema posljednjem izvjes¢u HAPIH-a (2020.)
u Republici Hrvatskoj 96% mlijeka pripada 1. klasi, zbog ¢ega se joS uvijek koristi u sastavu
kontrole mlijeka.
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Prosjecno smanjenje broja CFU/mL u mlijeku
konzerviranom azidiolom ovisno o po¢etnom broju
bakterija za uzorke skupine A i B svih serija
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Grafikon 5.1.7. Prosjecno smanjenje broja CFU/mL nakon koriStenja azidiola ovisno o
pocetnom broju bakterija za uzorke skupine A(n=21) i B(n=19) serije 1, serije 2 i serije 3
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Grafikon 5.1.8. Prevladavajuce bakterijske vrste u uzorcima sirovog mlijeka s razli¢itim
pocetnim brojem bakterija

Prosjecan broj CFU/mL u serijama 1,2 i 3 - sirovo i
konzervirano mlijeko
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Grafikon 5.1.9. Prosjec¢an broj CFU/mL u svim serijama uzoraka (sirovo i konzervirano
mlijeko)
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Grafikon 5.1.8. prikazuje bakterijske vrste koje prevladavaju u uzorcima ovisno o
pocetnom broju bakterija u sirovom mlijeku. U skupini A s pocetnim brojem bakterija od 1 —
100.000 CFU/mL prevladavaju Lactococcus lactis, Serratia liquefaciens i Acinetobacter
johnsonii. U skupini B s pocetnim brojem bakterija od 100.000 — 500.000 CFU/mL
prevladavaju Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis i Lactococcus garvieae. U skupini C s
pocetnim brojem bakterija > 500.000 CFU/mL prevladavaju Lactococcus lactis, Acinetobacter

johnsonii i Lactococcus garvieae.

Metoda protoéne citometrije se koristi za provjeravanje rezultata klasi¢ne metode, za
kalibraciju instrumenata i za odredivanje razine odstupanja rezultata. Na ukupan broj
bakterija u uzorcima utjece veliki broj faktora pa se tako rezultati tih analiza ne bi trebali
promatrati u strogim okvirima dobivenih rezultata. Upotrebom azidiola u vecini uzoraka se
smanjio broj aerobno mezofilnih bakterija — od 40 analiziranih uzoraka u 30 uzoraka je broj
aerobno mezofilnih bakterija bio manji nakon upotrebe konzervansa. Medutim, broj uzoraka
je premali za donosenje zaklju¢aka o utjecaju azidiola na smanjenje broja bakterija u mlijeku.

Na slici 5.1.4. prikazane se dvije Petrijeve zdjelice istog uzorka mlijeka istog razrijedenja.
Lijevo prikazano su kolonije izrasle iz uzorka sirovog mlijeka, a slika desno prikazuje uzorak
mlijeka s konzervansom s pripadajuéim kolonijama.

Slika 5.1.4. 1zrasle kolonije iz uzorka sirovog mlijeka i konzerviranog uzorka 9 iz serije
uzoraka 2

Na temelju rezultata svih analiziranih uzoraka uocéava se smanjenje ukupnog broja
aerobno mezofilnih bakterija u uzorcima konzerviranim azidiolom. Prosje¢an broj aerobno
mezofilnih bakterija u uzorcima sirovog mlijeka iznosio je 273.000 CFU/mL dok u
konzerviranim uzorcima taj broj je manji za 13,6% i iznosi 227.000 CFU/mL. U 1. seriji
uzoraka prosje¢no smanjenje CFU/mL iznosi 45,02%, u 2. seriji uzoraka ono je 36,22% i u 3.
seriji uzoraka 6,61%.
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5.2. Rezultati MALDI-TOF tehnike u identifikaciji aerobno mezofilnih
bakterija

MALDI-TOF tehnikom identificirane su izrasle bakterijske kolonije na Petrijevim
zdjelicama. Prije provodenja analize, izrasle bakterijske kolonije su oznacene i numerirane te
je kreirana MALDI lista sa svim oznacenim kolonijama (Slika 5.2.1.). Na istoj Petrijevoj zdjelici
identificirane su kolonije razli¢itih morfoloskih karakteristika (Slika 5.2.2.) pa tako dvije iste
kolonije nisu uzorkovane na MALDI plocicu. Ista MALDI plocica snimana je dva puta zbog

tocnijeg dobivanja rezultata identifikacije. Svi rezultati MALDI-TOF tehnike prikazani su u
Prilogu.

Slika 5.2.1. MALDI lista sa oznacenim kolonijama i njihovim pozicijama na MALDI plocici
Na slici 5.2.2. prikazan je oznacdeni uzorak broj 5 iz serije uzoraka 1 s 12 morfoloski

razlicitih kolonija koje se nanose na MALDI plocicu i identificiraju u instrumentu MALDI-TOF
spektrometru masa.
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Slika 5.2.2. Uzorak broj 5 iz serije uzoraka 1 s oznacenim izraslim kolonijama

MALDI-TOF instrument usporeduje rezultate kolonija s referentnim spektrom

pohranjenim u biblioteci mikroorganizama. Ovisno o podudarnosti s referentnim spektrom
instrument pokazuje slijedece rezultate:

2. Ochrobacterium grignonense 1.738

6. Rhodococcus erythropolis 1.911

8. Ochrobactrum grignonense 1.727

11. Corynebacterium xerosis 1.795
12. Alcaligenes faecalis 1.747

Rezultati oznaceni zvjezdicom (*) oznacavaju nepouzdanu identifikaciju. Do toga moze
dodi uslijed uzimanja previse ili premalo uzorka za premazivanje na MALDI plocicu ili zbog

izostanka referentnog spektra u biblioteci mikroorganizama za uzorkovanu bakterijsku
koloniju.
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Tablica 5.2.1. Bruker Daltonik MALDI Biotyper rezultati za serije uzoraka 1, 2 i 3 za
sirovo i konzervirano mlijeko

serijal serijal serija 2 serija 2 serija 3 serija 3
sirovo konzervirano sirovo konzervirano sirovo konzervira
mlijeko mlijeko mlijeko mlijeko mlijeko no mlijeko

OCJENA

12.000-3.000 55 53 30 2 69 56
4400%  4690%  41,10%  41,7%  3538%  40,00%
22 78 53

1.7000-1.999 39 32 27

31,20% 28,32% 36,99% 34,92% 40,00% 37,86%

UKUPNO 125 118 73 63 195 140

Tablica 5.2.1. prikazuje rezultate identifikacije izraslih bakterijskih kolonija u sirovim i
konzerviranim uzorcima. Za seriju uzoraka 1 (konzervirani uzorci) od ukupno 118 analiziranih
kolonija, sigurnom identifikacijom (ocjena od 2.000 do 3.000) utvrdeno je 53 kolonija,
vjerojatnom identifikacijom (ocjena od 1.700 do 1.999) utvrdene su 32 kolonije i
nepouzdanom identifikacijom (ocjena 1.699) utvrdene su 33 kolonije. Za istu seriju uzoraka
ali za uzorke sirovog mlijeka, od ukupno 125 analiziranih kolonija, sigurnom identifikacijom
utvrdeno je 55 kolonija, vjerojatnom identifikacijom utvrdeno je 38 kolonija, a nepouzdanom
identifikacijom utvrdene su 32 kolonije. Za seriju uzoraka 2 od ukupno 73 uzoraka sirovog
mlijeka pouzdanom identifikacijom utvrdeno je 30 kolonija, vjerojatnom identifikacijom 27
kolonija i nepouzdanom identifikacijom 16 kolonija. Za konzervirane uzorke iste serije od
ukupno 63 kolonija pouzdanom identifikacijom utvrdeno je 26 kolonija, vjerojathom
identifikacijom 22 kolonije i nepouzdanom identifikacijom 15 kolonija. Za seriju uzoraka 3
kod uzoraka od sirovog mlijeka, od ukupno 195 analiziranih kolonija pouzdanom
identifikacijom utvrdeno je 69 kolonija, vjerojatnom identifikacijom 78 kolonija, a
nepouzdanom identifikacijom 48 kolonija. U konzerviranim uzorcima ove serije od ukupno
140 identificiranih kolonija, 56 su pouzdano identificirane, a 53 ih je vjerojatno identificirano
i 31 nepouzdano identificirana.

Grafikoni 5.2.3., 5.2.4. i 5.2.5., prikazuju rezultate MALDI Biotyper identifikacije
bakterijskih kolonija na razini vrste i roda za serije uzoraka 1,2 i 3 izraZzeno u postotcima (%).
Zelena boja u grafikonima predstavlja pouzdanu identifikaciju, Zuta vjerojatnu identifikaciju i
crvena boja predstavlja nepouzdanu identifikaciju.
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sirovo mlijeko konzervirano mlijeko

[VALUE]
%

31,20%

= Sigurna identifikacija = Sigurna identifikacija
Vjerojatna identifikacija Vjerojatna identifikacija
m Nepouzdana identifikacija = Nepouzdana identifikacija

Grafikon 5.2.3. Rezultati identifikacije na razini vrste i roda za seriju uzoraka 1 - sirovo i
konzervirano mlijeko analizirani MALDI Biotyper-om.

sirovo mlijeko konzervirano mlijeko

= Sigurna identifikacija = Pouzdana identifikacija
Vjerojatna identifikacija Vjerojatna identifikacija
m Nepouzdana identifikacija m Nepouzdana identifikacija

Grafikon 5.2.4. Rezultati identifikacije na razini vrste i roda za seriju uzoraka 2 - sirovo i
konzervirano mlijeko analizirani MALDI Biotyper-om
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Grafikon 5.2.5. Rezultati identifikacije na razini vrste i roda za seriju uzoraka 3 - sirovo i
konzervirano mlijeko analizirani MALDI Biotyper-om

U seriji uzoraka 1 — sirovo mlijeko ukupno je identificirano 93 kolonija od Cega je 38
kolonija vjerojatno identificirano i 55 kolonija pouzdano identificirano. U istoj seriji uzoraka,
ali u konzerviranom mlijeku ukupno je identificirano 85 kolonija od ¢ega su 32 vjerojatno
identificirane i 53 pouzdano identificirane.

Grafikoni 5.2.6. i 5.2.7. prikazuju zastupljenost bakterijskih vrsta i rodova u uzorcima
sirovog i konzerviranog mlijeka za seriju uzoraka 1. Vidljiva je razlika u zastupljenosti
pojedinih vrsta bakterija u sirovom i konzerviranom mlijeku. U uzorcima sirovog mlijeka od
ukupno identificirane 23 bakterijske vrste, najveéi udio zauzima bakterija Serratia
liquefaciens (19,15%). Sljede¢a dominantna bakterijska vrsta je Rhodococcus erythropolis
(11,70%), zatim Lactococcus lactis i Acinetobacter johnsonii (8,51%), slijede
Chryseobacterium indologenes (7,45%), Ochrobactrum grignonense (5,32%) i Acinetobacter
guillouiae, Corynebacterium spp., Alcaligenes faecalis i Aerococcus viridans sa zastupljenos¢u
od 4,25%. Najmanju zastupljenost (< 2%) u seriji uzoraka 1 za sirovo mlijeko imaju bakterije
Acinetobacter Iwofii, Corynebacterium glutamicum, Micrococcus luteus, Enterobacter
cloacae, Ochrobactrum gallinifaecis, Pseudomonas stutzeri i Masillia timonae. Kod serije
uzoraka 1, ali za uzorke konzerviranog mlijeka ukupno je identificirano manji broj vrsta nego
u sirovom mlijeku, njih 19. Najveéi udio u konzerviranim uzorcima mlijeka iz ove serije
uzoraka zauzima Lactococcus lactis (24,71%), slijedi Serratia liquefaciens (18,82%) i
Chryseobacterium indologenes (14,12%) te Acinetobacter johnsonii (8,24%). Najmaniji udio (<
2%) u konzerviranim uzrocima mlijeka imaju  Corynebacterium glutamicum,
Sphingobacterium multivorum, Streptococcus parauberis, Microbacterium liquefaciens,
Aerococcus viridans, Stenotrophomonas maltophilia, i Lactobacillus spp.
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Grafikon 5.2.6. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 1 — sirovo mlijeko
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Grafikon 5.2.7. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 1 — konzervirano mlijeko

U seriji uzoraka 2 — sirovo mlijeko ukupno je identificirano 57 kolonija, od ¢ega je 27
kolonija vjerojatno identificirano i 30 kolonija pouzdano identificirano. U istoj seriji uzoraka,
ali u konzerviranom mlijeku ukupno je identificirano 48 kolonija, od ¢ega su 22 vjerojatno
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identificirane i 26 pouzdano identificirane. Grafikoni 5.2.8. i 5.2.9. prikazuju zastupljenost
bakterijskih vrsta i rodova u uzorcima sirovog i konzerviranog mlijeka za seriju uzoraka 2. U
uzorcima sirovog mlijeka ukupno je identificirano 16 bakterijskih vrsta i u konzerviranim
uzorcima identificirano je 16 bakterijskih vrsta. U uzorcima sirovog mlijeka od ukupno
identificiranih 16 bakterijskih vrsta, najveéi udio zauzima bakterija Lactococcus lactis
(33,37%). Na drugom mjestu su Acinetobacter johnsonii i Enterococcus faecalis(17,54%).
Slijede je Raoultella ornitholytica, Enterobacter cloacae i Corynebacterium xerosis,
Microbacterium liquefaciens i Aerococcus viridans (3,51%). Najmanju zastupljenost (< 3%) u
seriji uzoraka 2 za sirovo mlijeko imaju Chryseobacterium joostei, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus spp., Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Corynebacterium
casei, Moraxella osloensis i Microbacterium maritypicum. Najveéi udio u konzerviranim
uzorcima mlijeka iz ove serije uzoraka zauzima Lactococcus lactis (41,67%), slijedi
Enterococcus faecalis (20,83%). Slijedi Chryseobacterium joostei (6,25%). Najmanji udio (<
3%) u konzerviranim uzrocima mlijeka imaju Yaroowia lipolytica, Trichosporon loubieri,
Aerococcus viridans, Lactococcus gervieae, Rhodococcus erythropolis, Microbacterium
maritypicum i Enterococcus italicus, Lactobacillus curvatus, Chryseobacterium indologenes,
Issatchenka orientalis i Lactobacillus spp.
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Grafikon 5.2.8. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 2 — sirovo mlijeko
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Grafikon 5.2.9. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 2 — konzervirano mlijeko

Grafikoni 5.2.10. i 5.2.11. prikazuju zastupljenost bakterijskih vrsta i rodova u uzorcima
sirovog i konzerviranog mlijeka za seriju uzoraka 3. U uzorcima sirovog mlijeka od ukupno
identificirane 33 bakterijske vrste, najveéi udio zauzimaju Lactococcus lactis i Lactococcus
gervieae (17,69%). Slijedi je Enterobacter cloacae (9,52%), zatim Enterococcus faecalis
(8,84%) i Acinetobacter johnsonii (8,16%). Najmanju zastupljenost (< 1%) imaju
Sphingobacterium spriritivorum, Aeromonas spp., Corynebacterium casei, Stenotrophomonas
spp.,Lactobacillus brevis, Corynebacterium variabile, Citrobacter braakii i ostale.U uzorcima
konzerviranog mlijeka ove serije identificirano je 19 bakterijskih vrsta, najveéi udio zauzima
Lactococcus lactis (25,69%), slijedi Lactococcus garvieae (19,27%), Enterococcus faecalis i
Macrococcus caseolyticus (9,17%), Kluyveromyces lactis (6,42%) i Acinetobacter johnsonii
(5,50%). Najmanju zastupljenost (<3%) imaju Chryseobacterium joostei, Acinetobacter
guillouiae, Staphylococcus succinus, Candida rugosa, Stenotrophomonas maltophilia,
Enterobacter ludwigii, Issatchenkia orientalis, Raoultella ornithyolytica, Microbacterium
maritypicum, Candida pararugosa, Microbacterium liquefaciens i Escherichia coli.
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Grafikon 5.2.10. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 3 — sirovo mlijeko
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Grafikon 5.2.11. Rezultati identifikacije bakterija iz serije uzoraka 3 — konzervirano mlijeko

Grafikon 5.2.12. prikazuje zastupljenost pojedinih vrsta bakterija od ukupno 50
identificiranih bakterijskih vrsta u uzorcima sirovog mlijeka. Prema podacima u grafikonu

5.2.12., najzastupljenije bakterijske vrste u identifikaciji uzoraka sirovog mlijeka su

Lactococcus lactis (18,46%), Acinetobacter johnsonii (10,07%), Lactococcus gervieae (8,72%),
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Enterococcus faecalis (7,72%), Serratia liquefaciens (6,04%), Enterobacter cloacae (5,70%),
Rhodococcus erythropolis (4,36%).
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Grafikon 5.2.12. Rezultati identifikacije 50 bakterijskih vrsta iz serije uzoraka 1,2 i 3 — sirovo
mlijeko

Grafikon 5.2.13. prikazuje zastupljenost pojedinih vrsta bakterija od ukupno 38
identificiranih bakterijskih vrsta u uzorcima konzerviranog mlijeka. Prema podacima
prikazanim u grafikonu 5.2.13., najzastupljenije bakterijske vrste u identifikaciji uzoraka
konzerviranog mlijeka su Lactococcus lactis (28,51%), slijede Lactococcus garvieae (9,09%),
Enterococcus faecalis (8,26%), Serratia liquefaciens (6,61%). Zastupljenost od 5,37% imaju
bakterije Acinetobacter johnsonii i Chryseobacterium indologenes.
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Grafikon 5.2.13. Rezultati identifikacije 38 bakterijskih vrsta iz serije uzoraka 1,2 i 3 —

konzervirano mlijeko

tupljene bakterije u

cesée zas

.V

Slika 5.2.3. prikazuje referentne spektre za naj

analiziranim uzorcima mlijeka. Prikazani pikovi svakog spektra predstavljaju jedinstveni

47



uzorak za svaku pojedinu bakteriju na temelju kojih MALDI Biotyper program obavlja
identifikaciju.
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Slika 5.2.3. Referentni spektri MALDI-TOF MS programa za najéesce identificirane vrste

bakterija u uzrocima mlijeka
(lzvor: Kazazi¢ S., 2020)

Sukladno navodima Upadhyay i sur. (2014.) u mlijeku konzerviranim s azidiolom doslo
je do smanjenja broja koliformnih bakterija. U konzerviranim uzorcima nije pronadena vrsta
Enterobacter asburiae, a Enterobacter cloacae je u uzorcima sirovog mlijeka pronadena u
postotku od 5,70% dok je u konzerviranim uzorcima pronadena u nesto manjem postotku -
2,07%. U uzorcima sirovog mlijeka pronadene su 2 bakterijske vrste iz roda Klebsiella koji
pripada skupini koliformnih bakterija (K. oxytoca i K. pneumoniae), a u konzerviranim
uzorcima nisu pronadene. Upadhyay i sur. (2014.) takoder navode kako su stafilokoki
uzorcima nisu pronadene vrste Staphylococcus haemolyticus i Staphylococcus hominis.

Iz rezultata je vidljivo da se mikrobna populacija razlikuje s obzirom da li se koristio
konzervans ili nije, Sto nije sukladno navodima Zangerl i sur. (1992.), ali je uocen i trend
smanjenja pocetnog broja bakterija. Kako bi se normalizirale vrijednosti, obi¢no se rezultati u
mikrobiologiji logaritmiraju da bi se moglo nesto zakljucivati. Proucavane su apsolutne
vrijednosti bez logaritmiranja pa su te razlike prividno vece.
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Prema navodima Nacefab i sur. (2016) pomocu MALDI-TOF tehnike uspjeSno je
identificirano 197 kolonija bakterija mlijeCne kiseline iz sira proizvedenog od sirovog i
pasteriziranog mlijeka. Identificirane su 4 vrste roda Lactobacillus s kore sira — L. paracasei, L.
curvatus, L. fructivorans i L. brevis. Iz tijesta sira uspjesno je identificirano 120 kolonija gdje
su identificirana 3 roda bakterija mlijecne kiseline — Leuconostoc, Enterococcus i 5 vrsta roda
Lactobacillus. Autori navode kako su pomoéu MALDI-TOF tehnike uspjesSno identificirali, s
visokom pouzdanoséu razli¢ite vrste bakterija mlijecne kiseline Sto se podudara i s
rezultatima iz grafikona 5.2.12. gdje su iz uzoraka sirovog mlijeka uspjesno identificirana 3
roda iz skupine bakterija mlijecne kiseline, ukljucujuéi rodove Lactobacillus (L. brevis i L.
curvatus) , Lactococcus (L. lactis i L. garvieae) i Enterococcus (E. faecalis). Velika povezanost
identifikacije utemeljene na 16S rDNA provedene na odabranim sojevima i one dobivene
MALDI-TOF MS-om pokazala je da ova brza, ekonomski pristupacna i pouzdana metoda za
identifikaciju bakterija stoji kao atraktivna alternativa uobi¢ajenim metodama za
identifikaciju mikroorganizama.

Wieser i sur. (2011.) navode kako su nedavne studije pokazale kako se MALDI-TOF
tehnika moze uspjesno koristiti u svrhu identifikacije bakterija, kvasaca i plijesni. Studija u
kojoj je analizirano 1116 uzoraka u kojoj se usporedivala identifikacija MALDI-TOF MS-om i
konvencionalna biokemijska ispitivanja pokazala su to¢nu identifikaciju bakterija u 95,2%
slucajeva. U sli¢noj studiji provedenoj na 1660 bakterijskih izolata sa 109 razlicitih vrsta,
84,1% je tocno identificirano MALDI-TOF tehnikom na razini vrste. Tada je nepotpuna
biblioteka mikroorganizama bila glavni razlog neuspjesSne identifikacije uzoraka. Studije
provjere valjanosti sustava BrukerDaltonik (Bremen, Njemacka) MALDI-TOF MS takoder su
potvrdile valjanost sustava. Rezultati spektrometrije masa usporedivani su s rezultatima
postignutim biokemijskim sustavima za identifikaciju (Phoenix, Becton Dickinson, Heidelberg,
Njemacka; i API, bioMérieux, Nirtingen, Njemacka). U slu¢aju odstupanja, provedeno je
sekvencioniranje 16S-rDNA/28S-rDNA. Od 1200 analiziranih uzoraka, 93,5% identifikacija bilo
je u skladu s rezultatima postignutim biokemijskim metodama. Izolati su obuhvadéali 370
enterobakterija, 300 nefermentirajucih bakterija, 110 Gram-negativnih bakterija, 320 Gram-
pozitivnih bakterija i 100 kvasaca. Kada su sekvence 16S-rDNA koristene kao standard,
biokemijska diferencijacija bila je superiorna u 3% slucajeva dok je MALDI-TOF MS
identifikacija rezultirala s 3,5%. U vecini sluCajeva kada MS MALDI-TOF nije dao rezultat,
relevantne informacije o vrstama izostajale su iz baze podataka Sto je i bio razlog izostajanja
rezultata identifikacije. Rezultati prikazani u grafikonima 5.2.3, 5.2.4. i 5.2.5. pokazuju da je
MALDI-TOF tehnika bila uspjeSna u prosjecno 75,95% slucajeva prilikom identifikacije
kolonija iz uzoraka sirovog mlijeka i u 75,36% slucajeva prilikom identifikacije kolonija iz
uzoraka konzerviranog mlijeka. Uzrok nepouzdanoj identifikaciji takoder je u vecini slucajeva
bio izostanak podatka o bakteriji u biblioteci mikroorganizama.

Dobranic¢ i sur. (2016.) proveli su istrazivanje u kojoj je analiziran mikrobioloski sastav
sirovog kravljeg mlijeka s naglaskom na oportunisticke patogene enterokoka. Klasicnom
metodom utvrden je ukupan broj bakterija, broj psihrotrofnih bakterija, broj BMK,

stafilokoka, E.coli, enterokoka, enterobakterija, Listeria spp. i sulfitoreducirajuéih bakterija.
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Uzorci mlijeka uzimani su iz vimena zdravih krava i vimena krava koje su lijeCene zbog
mastitisa. Kolonije enterokoka su nasumic¢no odabrane sa selektivne hranjive podloge te su
podvrgnute fenotipskoj identifikaciji pomocéu APl 20 Strep, a potom MALDI-TOF
spektrometrijom masa. Statisticki znacajne razlike utvrdene su, s obzirom na zdravstveno
stanje vimena kod odredivanja ukupnog broja bakterija i bakterija mlije¢ne kiseline. Rezultati
identifikacije uzoraka Enterococcus faecalis pokazali su jednake rezultate kod primjene dviju
navedenih metoda. Ova studija dokazala je da je MALDI-TOF tehnika pouzdana metoda za
identifikaciju enterokoka iz sirovog mlijeka. U grafikonu 5.2.12. prikazane su sve
identificirane bakterijske vrste iz sirovog mlijeka gdje je jedna od prevladavajuéih bakterijskih
vrsta upravo Enterococcus faecalis, Sto potvrduje da je MALDI-TOF tehnika pouzdana za
identifikaciju ove vrste iz sirovog mlijeka.
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6. Zakljucak

MALDI-TOF spektrometrijom masa moguce je identificirati bakterije na razini vrste i
roda i dobiti bolji uvid u higijensku kvalitetu mlijeka i prisutnost pojedinih bakterijskih
vrsta.

KoriStenjem konzervansa azidiola, koji je danas sveprisutan u mljekarskoj analitici kao
bakteriostatski konzervans utvrden je trend smanjenja broja aerobno mezofilnih
bakterija. Zbog relativno malog broja uzoraka nije provedena logaritamska
transformacija broja aerobno mezofilnih bakterija u mlijeku, kako bi se izra¢unala da
li je razlika bila statisti¢ki znacajna ili ne.

Utvrden je slijedeci utjecaj konzervansa na zastupljenost pojedinih bakterijskih vrsta
u sirovom i konzerviranom mlijeku: bakterijske vrste koje su prevladavale u uzorcima
sirovog mlijeka su Lactococcus lactis (18,46%), Acinetobacter johnsonii (10,07%),
Lactococcus garvieae (8,72%), Enterococcus faecalis (7,72%), Serratia liquefaciens
(6,04%), Enterobacter cloacae (5,70%), Rhodococcus erythropolis (4,36%) dok su u
uzorcima konzerviranog mlijeka prevladavale: Lactococcus lactis (28,51%),
Lactococcus garvieae (9,09%), Enterococcus faecalis (8,26%) i Serratia liquefaciens
(6,61%). Isto tako, u uzorcima konzerviranog mlijeka nije pronadeno 16 bakterijskih
vrsta koje su prethodno pronadene u uzorcima sirovog mlijeka, a to su: Acinetobacter
baumanii, Acinetobacter Iwofii, Brachybacterium nesterenkovii, Chryseobacterium
gleum, Corynebacterium xerosis, Enterobacter asburiae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Masillia timonae, Moraxella osloensis, Ochrobactrum gallinifaecis,
Pseudoclavibacter  helvolus, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri,
Staphylococcus haemolyticus i Staphylococcus hominis.

MALDI-TOF tehnikom u sirovom mlijeku identificirano je 29 rodova i 45 bakterijskih
vrsta, a u konzerviranom mlijeku 25 rodova i 36 bakterijskih vrsta.

U kombinaciji s metodom protoc¢ne citometrije, MALDI-TOF tehnika daje potpuniji
uvid u mikrobioloski sastav sirovog i konzerviranog mlijeka jer uz broj bakterija
dobivamo informaciju o zastupljenosti odredenih bakterijskih vrsta u uzorcima
mlijeka.
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8. Prilog

Tablica MALDI Biotyper rezultata za seriju uzoraka 1 za sirovo i konzervirano mlijeko (K)

Analyte Analyte | Organism Score Organism Score
Name ID (best match) Value (second best match) Value
E1(++)(A) 12 Acinetobacter Iwoffii Acinetobacter Iwoffii
E2(++)(A) 13 Acinetobacter guillouiae - not reliable identification
E3(+)(B) 14 Ochrobactrum grignonense 1.873 not reliable identification
E4(+)(B) 15 Corynebacterium xerosis 1.839 not reliable identification
E6(+)(B) 17 Corynebacterium casei 1.925 not reliable identification
E7(-)(C) 18 Ochrobactrum gallinifaecis 1.700 not reliable identification
E8(++)(A) 19 Acinetobacter johnsonii - Acinetobacter johnsonii
E9(-)(C) 110 Corynebacterium sp 1.700 not reliable identification
E10(+)(B) 111 Corynebacterium casei 1.913 not reliable identification
E11(-)(C) 112 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
E12(++)(A) 113 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
F1(+)(B) 114 Pseudoclavibacter helvolus not reliable identification
F2(+++)(A) 115 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F3(++)(A) 21 Pseudomonas stutzeri Pseudomonas stutzeri
F4(++)(C) 22 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F5(-)(C) 23 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
F6(-)(C) 24 not reliable identification not reliable identification
F7(+++)(A) 25 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F8(+++)(A) 26 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
FO(++)(A) 27 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F10(+++)(B) 28 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F11(-)(C) 29 not reliable identification not reliable identification
F12(+)(B) 210 Ochrobactrum grignonense not reliable identification
Gl(+++)(A) 211 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G2(-)(C) 212 Alcaligenes faecalis not reliable identification
G3(-)(C) 213 not reliable identification not reliable identification
G4(+)(B) 31 Massilia timonae not reliable identification
G1(+++)(A) 211 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G5(++)(A) 32 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
G6(++)(A) 33 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G7(+)(B) 34 Corynebacterium sp not reliable identification
G8(++)(A) 35 Corynebacterium glutamicum Corynebacterium glutamicum
G9(+++)(B) 36 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G10(+)(B) 37 Corynebacterium sp Corynebacterium sp
G11(-)(C) 38 not reliable identification not reliable identification
G12(+)(B) 39 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
H1(-)(C) 310 not reliable identification not reliable identification
H2(++)(A) 311 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
H3(-)(C) 41 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
H4(+++) (A) 42 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
H5(+)(B) 43 Aerococcus viridans not reliable identification
H6(+)(B) 44 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
H7(+)(B) 45 Lactococcus lactis not reliable identification
H8(-)(C) 46 not reliable identification not reliable identification
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H9(++)(A) 47 Corynebacterium sp Corynebacterium sp 1.906
H10(-)(C) 48 not reliable identification not reliable identification
H11(+)(B) 49 Alcaligenes faecalis not reliable identification
H12(++)(B) 410 Microbacterium liquefaciens Microbacterium maritypicum
Al(+)(B) 411 Pseudoclavibacter helvolus not reliable identification
A2(-)(C) 412 not reliable identification not reliable identification
A3(-)(C) 413 not reliable identification not reliable identification
Ad(++)(A) 414 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
A5(+++) (A) 51 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A6(+)(B) 52 Ochrobactrum grignonense not reliable identification
A7(++)(A) 53 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
A8(++)(A) 54 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
A9(++)(A) 55 Microbacterium maritypicum Microbacterium oxydans 1.903
A10(+)(B) 56 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis 1.857
Al1(-)(C) 57 not reliable identification not reliable identification
Al12(+)(B) 58 Ochrobactrum grignonense not reliable identification
B1(++)(A) 59 Corynebacterium casei not reliable identification
B3(+)(B) 511 Corynebacterium xerosis 1.795 not reliable identification
B4(+)(B) 512 Alcaligenes faecalis 1.747 not reliable identification
B5(-)(C) 61 not reliable identification not reliable identification
B6(+)(B) 62 Rhodococcus erythropolis not reliable identification
B7(++)(A) 63 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B8(+)(B) 64 Microbacterium liquefaciens Microbacterium maritypicum
B9(-)(C) 65 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
B10(++) (A) 66 Micrococcus luteus Micrococcus luteus
B11(++)(B) 67 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
C1(+)(B) 69 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
C2(++) (A) 610 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C3(-)(C) 611 not reliable identification not reliable identification
C4(++)(A) 612 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C5(-)(C) 613 Rhodococcus erythropolis not reliable identification
C6(-)(C) 614 not reliable identification not reliable identification
C7(++)(A) 71 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
C8(++)(A) 72 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
C9(-)(C) 73 not reliable identification not reliable identification
C10(+++) (A) 74 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
C11(-)(C) 75 not reliable identification not reliable identification
C12(-)(C) 76 not reliable identification not reliable identification
D2(++)(A) 78 Aerococcus viridans Aerococcus viridans
D4(+)(B) 710 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
D6(+++) (A) 712 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D7(+)(B) 713 Rhodococcus erythropolis 1.918 Rhodococcus erythropolis
D8(+)(B) 81 Brachybacterium nesterenkovii 1.768 not reliable identification
D9(-)(C) 82 not reliable identification not reliable identification
D11(-)(C) 84 not reliable identification not reliable identification
D12(++)(A) 85 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
E1(-)(C) 86 not reliable identification not reliable identification
E2(-)(C) 87 not reliable identification not reliable identification
E4(+)(B) 89 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
E6(-)(C) 811 not reliable identification not reliable identification
E7(-)(C) 812 Ochrobactrum grignonense 1.700 not reliable identification
ES(+)(B) 813 Brachybacterium nesterenkovii 1.752 not reliable identification
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E11(-)(C) 816 not reliable identification not reliable identification
E12(-)(C) 817 Alcaligenes faecalis not reliable identification
F1(++)(B) 818 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
F2(++)(A) 819 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
F3(-)(C) 820 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
F5(++) (A) 92 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
Fe(++)(A) 93 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F7(+++) (A) 94 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F8(++)(A) 95 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
FO(++) (A) 96 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F10(+++) (A) 97 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
F12(-)(C) 99 not reliable identification not reliable identification
G1(-)(C) 910 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
G2(-)(C) 911 not reliable identification not reliable identification
G4(++)(A) 913 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G5(++) (A) 101 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
G6(+++)(B) 102 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G7(++)(A) 103 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G8(++)(A) 104 Aerococcus viridans Aerococcus viridans
G9(-)(C) 105 not reliable identification not reliable identification
G10(++) (A) 106 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
Gl1(-)(C) 107 not reliable identification not reliable identification
G12(-)(C) 108 not reliable identification not reliable identification
H1(+)(B) 109 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
H5(+)(B) 1013 Aerococcus viridans not reliable identification
H6(-)(C) 1014 not reliable identification not reliable identification
H7(-)(C) 10 15 not reliable identification not reliable identification
H8(++)(A) 1016 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
HI9(-)(C) 1017 not reliable identification not reliable identification
H10(-)(C) 1018 not reliable identification not reliable identification
A2(++)(A) 1K2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
Ad(++)(A) 1K4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A7(+++)(B) 1K7 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
A8(+++)(A) 1K8 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
A9(-)(C) 1K9 not reliable identification not reliable identification
A10(+)(B) 1K10 Corynebacterium casei not reliable identification
All(-)(C) 1K11 not reliable identification not reliable identification
Al12(-)(C) 1K12 not reliable identification not reliable identification
B1(+++)(A) 1K13 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
B2(-)(C) 1K14 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
B5(-)(C) 2K3 not reliable identification not reliable identification
B6(-)(C) 2K4 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
B7(+++)(A) 2K5 Corynebacterium glutamicum Corynebacterium glutamicum
B9(++)(A) 2K7 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
B10(++)(A) 2K8 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
B11(-)(C) 2K9 Corynebacterium sp 1.794 not reliable identification
C2(-)(c) 2K12 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
C3(+)(B) 2K13 Ochrobactrum grignonense 1.809 not reliable identification
ca(+)(B) 2K14 Sphingobacterium multivorum 1.795 not reliable identification
C7(+++)(A) 3K2 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
c8(-)(c) 3K3 not reliable identification not reliable identification
C9(+)(B) 3K4 Corynebacterium sp 1.907 Corynebacterium sp

1.852
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Cl1(++)(A) 3K6 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
D1(++)(A) 3K8 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D2(-)(C) 3K9 Corynebacterium casei 1.873 not reliable identification
D3(-)(C) 3K10 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
D4(-)(C) 3K11 not reliable identification not reliable identification
D5(++)(A) 3K12 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
D6(++)(A) 3K13 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D8(-)(C) 4K1 not reliable identification not reliable identification
D10(-)(C) 4K3 Alcaligenes faecalis not reliable identification
D11(-)(C) 4K4 not reliable identification not reliable identification
D12(++)(A) 4K5 Streptococcus parauberis Streptococcus parauberis
E2(++)(A) 4K7 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E3(-)(C) 4K8 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
E4(++) (A) 4K9 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E5(-)(C) 4K 10 Candida catenulate not reliable identification
E6(++)(A) 4K 11 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E7(++)(A) 4K 12 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
ES(-)(C) 4K 13 not reliable identification not reliable identification
E11(++)(A) 5K1 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
F2(++)(A) 5K4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F3(-)(C) 5K5 not reliable identification not reliable identification
F4(-)(C) 5K6 Corynebacterium confusum not reliable identification
F5(++)(A) 5K7 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
F6(-)(C) 5K8 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
F7(+)(B) 5K9 Serratia liquefaciens 1.992 Serratia liquefaciens
F8(+)(B) 5K10 Corynebacterium casei 1.896 not reliable identification
FO(-)(C) 5K11 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
F10(++)(A) 5K12 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
F11(+++)(A) 5K13 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
G1(+)(B) 5K 15 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
G2(+++)(B) 6K1 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
G3(-)(C) 6K2 not reliable identification not reliable identification
G4(++)(B) 6K3 Microbacterium liquefaciens Microbacterium maritypicum
G5(++)(A) 6K4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G7(++)(B) 6K6 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
G8(-)(C) 6K7 not reliable identification not reliable identification
G9(++)(A) 6K8 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G10(-)(C) 6K9 not reliable identification not reliable identification
G11(-)(C) 6 K10 not reliable identification not reliable identification
G12(+)(B) 6K11 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
H1(++)(B) 6K12 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
H2(-)(C) 6K13 not reliable identification not reliable identification
H3(+)(B) 6K 14 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
H4(++)(A) 6K 15 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens
H5(+++) (A) 6K 16 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
H7(+++) (A) 7K2 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
H8(++)(A) 7K3 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
HO(++)(A) 7K4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
H11(-)(C) 7K6 not reliable identification not reliable identification
H12(+++) (A) 7K7 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
Al(-)(C) 7K8 not reliable identification not reliable identification
A2(-)(C) 7K9 Chryseobacterium indologenes 1.700 not reliable identification
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A3(-)(C) 7K 10 not reliable identification not reliable identification
A4(-)C) 7K11 not reliable identification not reliable identification
A5(+)(B) 7K12 Aerococcus viridans Aerococcus viridans
A6(++)(A) 7K13 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
A7(-)(C) 8K1 not reliable identification not reliable identification
A8(+)(B) 8K2 Alcaligenes faecalis not reliable identification
A9(-)(C) 8K3 not reliable identification not reliable identification
Al10(-)(C) 8K4 not reliable identification not reliable identification
Al1(+)(B) 8K5 Ochrobactrum grignonense not reliable identification
B1(++)(A) 8K7 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B2(++)(A) 8K8 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B3(++)(A) 8K9 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B4( +++)(A) 8K 10 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
B5(+++) (A) 9K1 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
B6(-)(C) 9K 2 not reliable identification not reliable identification
B7(-)(C) 9K3 not reliable identification) not reliable identification
B8(-)(C) 9K4 not reliable identification not reliable identification
B9(-)(C) 9K5 not reliable identification not reliable identification
B10(+)(B) 9K®6 Stenotrophomonas maltophilia not reliable identification
B11(++)(A) 9K7 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B12(+)(B) 9K8 Corynebacterium sp not reliable identification
C1(++)(A) 9K9 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
C3(++)(C) 9K11 Lactobacillus sp Carnobacte.rium
maltaromaticum
C4(+++)(C) 9K 12 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
C5(-)(cC) 9K13 not reliable identification not reliable identification
Ce(++)(A) 9K 14 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C8(++)(A) 10K 2 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
c9(-)(cC) 10K 3 not reliable identification not reliable identification
C10(+++)(C) 10K 4 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
C12(-)(cC) 10K6 not reliable identification not reliable identification
D1(-)(C) 10K 7 not reliable identification not reliable identification
D2(+++)(A) 10K 8 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
D3(++)(A) 10K9 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D4(-)(C) 10K 10 Chryseobacterium indologenes not reliable identification
D5(+)(B) 10K 11 Candida catenulata not reliable identification
D6(-)(C) 10K 12 not reliable identification not reliable identification
D8(+++)(A) 10K 14 Serratia liquefaciens Serratia liquefaciens
D9(+++)(A) 10K 15 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D10(++)(A) 10K 16 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
D11(+)(B) 10K 17 Corynebacterium confusum Corynebacterium confusum

1.802

Tablica MALDI Biotyper rezultata za seriju uzoraka 2 za sirovo i konzervirano mlijeko (K)

Organism
(second best match)

not reliable identification

not reliable identification

not reliable identification

Analyte Analyte Organism
Name ID (best match)
Al(-)(C) 11 not reliable identification
A2(-)(C) 12 not reliable identification
A3(+)(B) 13 Acinetobacter johnsonii
Ad(++)(A) 14 Lactococcus lactis
A5(-)(C) 15 not reliable identification

Lactococcus lactis

not reliable identification

Score
Value
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A6(-)(C) 16 not reliable identification not reliable identification
A7(++)(A) 17 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii

A8(++)(A) 18 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

A9(+)(B) 19 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii

A10(-)(C) 110 not reliable identification not reliable identification
Al1(+)(B) 21 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.924
A12(+)(B) 22 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.986
B1(++)(C) 23 Raoultella ornithinolytica Raoultella ornithinolytica 1.87
B2(++)(A) 24 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.947

B3(-)(C) 25 Chryseobacterium sp not reliable identification !
B4(++)(C) 26 Raoultella ornithinolytica Klebsiella oxytoca 1.88

B5(+)(B) 27 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae 1.963

B6(+)(B) 28 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.81

B7(-)(C) 29 not reliable identification not reliable identification

B8(+)(B) 210 Acinetobacter johnsonii 1.854 Acinetobacter johnsonii

B9(-)(C) 31 Acinetobacter johnsonii 1.700 not reliable identification
B10(+)(B) 32 Lactococcus lactis 1.759 not reliable identification
B11(++)(A) 33 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.943
B12(+)(B) 34 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.822

C1(-)(cC) 35 not reliable identification not reliable identification

C2(-)(cC) 36 Stenotropho'r‘r'wnas not reliable identification

maltophilia

C3(-)(cC) 37 not reliable identification not reliable identification
Ca(++)(A) 41 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

C5(+)(B) 42 Enterococcus faecalis not reliable identification
C7(++)(A) 44 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.93
C8(++)(A) 45 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.903

c9(-)(cC) 46 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
C10(+)(B) 47 Enterococcus faecalis 1.900 Enterococcus faecalis

C12(-)(C) 49 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
D1(++)(A) 410 Microbacterium liquefaciens Microbacterium liquefaciens

D2(-)(cC) 51 not reliable identification not reliable identification

D3(-)(C) 52 not reliable identification not reliable identification

D5(-)(C) 54 not reliable identification not reliable identification

D6(+)(B) 55 Lactococcus lactis not reliable identification

D7(+)(B) 56 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae 1.892

D8(+)(B) 57 Lactococcus lactis 1.905 Lactococcus lactis 1.887

D9(+)(B) 58 Lactococcus lactis 1.836 Lactococcus lactis 1.78
D10(+)(B) 59 Corynebacterium xerosis 1.861 not reliable identification

D12(-)(C) 72 not reliable identification not reliable identification

E1(+)(B) 73 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

E2(++)(A) 74 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

E3(++)(A) 75 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

E4(+)(B) 76 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

ES(++)(A) 77 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

E6(+)(B) 78 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

E7(-)(C) 79 not reliable identification not reliable identification

ES(++)(A) 710 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.996
E11(++)(A) 81 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.795
E12(-)(C) 82 not reliable identification not reliable identification

F1(-)(C) 83 Lactobacillus curvatus 1.700 not reliable identification

Fa(-)(C) 912 Lactobacillus sp 1.700 not reliable identification

60


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0JC0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0CC0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E06B0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E05B0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E02B0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E01B0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0WB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0UB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0TB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0PB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0NB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0KB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0JB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E0IB0DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E6DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E5DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E4DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E2DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0E1DA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0EYDA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0EXDA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0EVDA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0EUDA
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrator/Application%20Data/Bruker%20Daltonik/BioTyperAutomationControl/HtmpResults/Nina_Diplomski_AGR_19_06_2020_2.html%23ID0ESDA

F5(-)(C) 91 not reliable identification not reliable identification
Fe(+)(B) 92 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
F7(++)(A) 93 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F8(++)(A) 94 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F10(-)(C) 96 not reliable identification not reliable identification
F11(-)(C) 97 Staphylococcus haemolyticus 1.700 not reliable identification
F12(+)(B) 98 Aerococcus viridans 1.837 not reliable identification
G1(+)(B) 99 Staphylococcus hominis 1.825 Staphylococcus hominis
G2(+)(B) 910 Corynebacterium casei 1.713 not reliable identification
G3(+)(B) 911 Corynebacterium xerosis 1.862 not reliable identification
G4(-)(C) 101 Moraxella osloensis 1.700 not reliable identification
G5(++)(A) 102 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G6(++)(A) 103 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G7(+)(B) 104 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens 1.83
G8(+)(B) 105 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.89
G9(-)(C) 106 Microbacterium liquefaciens not reliable identification
G10(++)(A) 107 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
Al(-)(C) 1K1 not reliable identification not reliable identification
A2(-)(C) 1K 2 Candida parapsilosis not reliable identification
A3(+)(B) 1K 3 Yarrowia lipolytica not reliable identification
Ad(-)(C) 1K 4 not reliable identification not reliable identification
A5(-)(C) 1K 5 not reliable identification not reliable identification
A6(+)(B) 1K 6 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A7(-)(C) 1K7 not reliable identification not reliable identification
A8(++)(A) 1K 8 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A9(-)(C) 1K 9 Candida parapsilosis 1.700 not reliable identification
A10(-)(C) 2K1 Chryseobacterium joostei 1.700 not reliable identification
Al1(-)(C) 2K 2 Chryseobacterium joostei 1.700 not reliable identification
A12(-)(C) 2K 3 not reliable identification not reliable identification
B1(+)(B) 2K 4 Lactococcus lactis 1.811 Lactococcus lactis
B2(-)(C) 2K'5 Chryseobacterium joostei 1.700 not reliable identification
B3(++)(A) 2K 6 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B5(-)(C) 2K'8 not reliable identification not reliable identification
B6(+)(B) 2K9 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B7(-)(C) 3K1 not reliable identification not reliable identification
B8(-)(C) 3K2 not reliable identification not reliable identification
B9(-)(C) 3K3 not reliable identification not reliable identification
B10(+)(B) 3K 4 Lactococcus lactis 1.873 Lactococcus lactis
B11(+)(B) 3K 5 Trichosporon loubieri 1.792 not reliable identification
B12(-)(C) 3K6 not reliable identification not reliable identification
Ci(-)(c) 3K 7 Chryseobacterium joostei 1.700 not reliable identification
C2(+)(B) 3K8 Aerococcus viridans 1.807 not reliable identification
C3(+)(B) 3K9 Lactococcus garvieae 1.821 not reliable identification
C4(-)(C) 3K 10 not reliable identification not reliable identification
Ce(+)(B) 3K 12 Rhodococcus erythropolis Rhodococcus erythropolis
C7(-)(c) 4K 1 not reliable identification not reliable identification
C8(++)(A) 4K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
co(+)(B) 4K 3 Lactobacillus curvatus 1.738 Lactobacillus sakei
C10(-)(C) 4K 4 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
C11(-)(cC) 4K 5 Issatchenkia orientalis 1.700 not reliable identification
C12(-)(cC) 4K 6 not reliable identification H not reliable identification
D1(+)(B) 4K 7 Lactococcus lactis 1.899 Lactococcus lactis 1.87
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D2(+)(B) 4K 8 Lactococcus lactis 1.837 Lactococcus lactis 1.804
D4(++)(A) 5K 1 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D5(++)(A) 5K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D6(++)(A) 5K 3 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D7(+)(B) 5K 4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.813
D8(+)(B) 5K 5 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.919
D9(-)(C) 5K 6 Lactobacillus spp not reliable identification
D10(-)(C) 7K 1 not reliable identification not reliable identification
D11(++)(A) 7K 2 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
D12(++)(A) 7K 3 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E1(-)(C) 7K 4 not reliable identification not reliable identification
E2(++)(A) 7K 5 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E3(+)(B) 7K 6 Microbacterium maritypicum not reliable identification
E4(++)(A) 7K7 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E5(-)(C) 7K 8 Enterococcus faecalis not reliable identification
E7(+)(B) 8K 1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.764
ES(++)(A) 8K 2 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.992
E9(+)(B) 8K3 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.864
E10( +++) (A) 8K 4 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E11(++)(A) 8K5 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E12(++)(A) 8K 6 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
F1(++)(A) 9K 1 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F2(++)(A) 9K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F3(-)(C) 10K 1 Microbacterium liquefaciens not reliable identification
Fa(++)(A) 10K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F5(++)(A) 10K 3 Enterococcus italicus not reliable identification
F6(++)(A) 10K 4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
F7(-)(C) 10K 5 Microbacterium liquefaciens 1.700 not reliable identification

Tablica MALDI Biotyper rezultata za seriju uzoraka 3 za sirovo i konzervirano mlijeko (K)

Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name ID (best match) Value (second best match) Value
E2(+)(B) 12 sz;;ni?i(t)i?/zc:jr:um not reliable identification
E4(+)(B) 14 Chryseobacterium joostei 1.744 not reliable identification
E5(-)(C) 15 Enterobacter cloacae 1.700 not reliable identification
E6(-)(C) 16 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
E7(+)(B) 17 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
E8(-)(C) 18 Aeromonas sp not reliable identification
E9(++) (A) 19 Pseudomonas putida Pseudomonas putida
E10(+)(B) 110 Chryseobacterium joostei 1.762 not reliable identification
E12(+)(B) 112 Chryseobacterium joostei 1.729 not reliable identification
F1(++) (A) 113 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
F2(++) (A) 114 Pseudomonas putida Pseudomonas putida
F3(-)(C) 115 Corynebacterium casei not reliable identification
F4(-)(C) 116 not reliable identification not reliable identification
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D1(+)(B) 21 Chryseobacterium joostei 1.778 not reliable identification

D2(-)(C) 22 Raoultella ornithinolytica 1.700 not reliable identification

D3(-)(C) 23 not reliable identification not reliable identification

D4(-)(C) 24 Stenotrophomonas sp not reliable identification

D5(+)(B) 25 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae 1.76

D6(+)(B) 26 Lactococcus garvieae Lactococcus garvieae 1.738

D7(+)(B) 27 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.896

D8(+)(B) 28 Enterobacter cloacae Enterobacter asburiae 1.718

D9(-)(C) 29 not reliable identification not reliable identification
D10(-)(C) 210 Klebsiella pneumoniae 1.700 not reliable identification
D11(+)(B) 211 Klebsiella pneumoniae 1.939 Klebsiella pneumoniae

D12(-)(C) 212 not reliable identification not reliable identification

Cl(-)(C) 31 Enterobacter asburiae 1.700 not reliable identification

C2(+)(B) 32 Enterobacter cloacae 1.708 not reliable identification
C3(++)(A) 33 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.931

C4(+)(B) 34 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.705

C5(+)(B) 35 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.973

C6(-)(C) 36 not reliable identification not reliable identification

C7(-)(C) 37 not reliable identification not reliable identification

C8(-)(C) 38 not reliable identification not reliable identification

C9(-)(C) 39 not reliable identification not reliable identification
Cl10(+)(B) 310 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.857
Cl1(++) (A) 311 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.919
C12(++) (A) 312 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii

H1(+)(B) 41 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae

H2(-) (C) 42 Enterococcus faecalis 1.700 not reliable identification

H3(-)(C) 43 Enterobacter cloacae 1.766 not reliable identification
H4(+)(B) 44 Lactococcus garvieae 1.701 not reliable identification

H5(-) (C) 45 not reliable identification not reliable identification

H6(-) (C) 46 not reliable identification not reliable identification

H7(-)(C) 47 not reliable identification not reliable identification

H8(-) (C) 48 Enterobacter asburiae not reliable identification

H9(-) (C) 49 not reliable identification not reliable identification
H10(-)(C) 410 not reliable identification not reliable identification
H11(-)(C) 411 not reliable identification not reliable identification
H12(+)(C) 412 Ster;rc:;rlinsgﬁir:znas Stenotrophomonas_maltophilia

G1(-)(C) 51 Enterobacter cloacae not reliable identification

G2(-)(C) 52 not reliable identification not reliable identification
G3(++) (A) 53 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

G4(-)(C) 54 not reliable identification not reliable identification

G5(-)(C) 55 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
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G6(+)(B) 56 Lactococcus garvieae 1.77 not reliable identification
G7(+)(B) 57 Enterobacter cloacae 1.809 not reliable identification
G8(+)(B) 58 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
G9(-)(C) 59 not reliable identification not reliable identification
G10(-)(C) 510 not reliable identification not reliable identification
G11(-)(C) 511 not reliable identification not reliable identification
G12(-)(C) 512 Macrococcus caseolyticus not reliable identification
F7(+)(B) 61 Lactococcus lactis not reliable identification
F8(-)(C) 62 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
Fo(-)(C) 63 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
F10(-)(C) 64 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
F11(-)(C) 65 Kluyveromyces lactis not reliable identification
F12(-)(C) 66 Lactobacillus brevis not reliable identification
E6(+)(B) 71 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
E7(-)(C) 72 Raoultella ornithinolytica 1.700 not reliable identification
E8(-)(C) 73 Klebsiella oxytoca 1.843 not reliable identification
E9(-)(C) 74 not reliable identification not reliable identification
E10(+)(B) 75 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E11(+)(B) 76 Lactococcus garvieae not reliable identification
E12(-)(C) 77 not reliable identification not reliable identification
F1(+)(B) 78 Corynebacterium variabile not reliable identification
F2(-)(C) 79 not reliable identification not reliable identification
F3(+)(B) 710 Citrobacter braakii not reliable identification
FA(-)(C) 711 Kluyveromyces lactis not reliable identification
F5(+)(B) 712 Microbacterium maritypicum not reliable identification
F6(+)(B) 713 Macrococcus caseolyticus Macrococcus caseolyticus
D11(-)(C) 81 Lactoccus garvieae not reliable identification
D12(++) (A) 82 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E1(-)(C) 83 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
E2(-)(C) 84 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
E3(+)(B) 85 Lactococcus garvieae 1.886 Lactococcus garvieae
E4(-)(C) 86 Lactococcus garvieae 1.709 not reliable identification
E5(++) (A) 87 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
D5(-)(C) 91 not reliable identification not reliable identification
D6(-)(C) 92 Lactococcus garvieae not reliable identification
D7(-)(C) 93 Lactococcus lactis not reliable identification
D8(+)(B) 94 Lactococcus lactis not reliable identification
D9(-)(C) 95 Lactococcus lactis not reliable identification
D10(+)(B) 96 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 1.812
C3(+)(B) 101 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.942
C4(-)(C) 102 not reliable identification not reliable identification
C5(-)(C) 103 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
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C6(-)(C) 104 Enterobacter cloacae 1.700 not reliable identification
C7(+)(B) 105 Klebsiella pneumoniae not reliable identification
C8(-)(C) 106 not reliable identification not reliable identification
C9(+)(B) 107 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae 1.871
C10(+)(B) 108 Enterobacter asburiae Enterobacter kobei 1.74
Cl1(+)(B) 109 Chryseobacterium gleum not reliable identification
C12(-)(C) 10 10 not reliable identification not reliable identification
D1(-)(C) 1011 Corynebacterium sp 1.700 not reliable identification
B6(-)(C) 111 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
B7(-)(C) 112 not reliable identification not reliable identification
B8(-)(C) 113 not reliable identification not reliable identification
BI(-)(C) 114 Raoultella ornithinolytica 1.700 not reliable identification
B10(-)(C) 115 Pseudomonas sp 1.700 not reliable identification
B11(-)(C) 116 not reliable identification not reliable identification
B12(-)(C) 117 Lactococcus lactis not reliable identification
Cl(+++)(A) 118 Tilsgzr?;gtlirriaunrz not reliable identification
C2(-)(C) 119 not reliable identification not reliable identification
A8(+)(C) 121 Klebsiella oxytoca Raoultella ornithinolytica
A9(-)(C) 122 not reliable identification not reliable identification
Al10(++)(C) 123 Raoultella ornithinolytica Raoultella ornithinolytica
All(-)(C) 124 not reliable identification not reliable identification
Al2(-)(C) 125 Lactococcus lactis not reliable identification
B1(-)(C) 126 not reliable identification not reliable identification
B2(-)(C) 127 not reliable identification not reliable identification
B3(-)(C) 128 Acinetobacter johnsonii not reliable identification
B4(-)(C) 129 not reliable identification not reliable identification
B5(-)(C) 1210 Rhodococcus erythropolis not reliable identification
Al(-)(C) 131 not reliable identification not reliable identification
A2(-)(C) 132 not reliable identification not reliable identification
A3(-)(C) 133 not reliable identification not reliable identification
Ad(-)(C) 134 not reliable identification not reliable identification
A5(-)(C) 135 not reliable identification not reliable identification
A6(-)(C) 136 not reliable identification not reliable identification
A7(-)(C) 137 not reliable identification not reliable identification
H10(-)(C) 141 not reliable identification not reliable identification
H11(++) (A) 142 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
H12(-)(C) 143 not reliable identification not reliable identification
B10(++) (A) 144 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
B11(-)(C) 145 not reliable identification not reliable identification
B12(-)(C) 146 Macrococcus caseolyticus 1.700 not reliable identification
H1(-)(C) 151 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
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H2(-)(C) 152 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
H3(+)(B) 153 Ster;ﬁ;?ggﬁi':i‘:”as 1701 | not reliable identification
H4(+)(B) 154 Enterococcus faecalis not reliable identification
H5(-) (C) 155 Enterococcus faecalis not reliable identification
H6(++) (A) 156 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
H7(-)(C) 157 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
H8(-)(C) 158 Microbacterium liquefaciens 1.700 not reliable identification
H9(++) (A) 159 Ster:Tc:;rli)ggrc])irl’?:nas - Stenotrophomonas maltophilia
G4(+)(B) 161 Acinetobacter johnsonii 1.734 not reliable identification
G5(-)(C) 162 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
G6(-)(C) 16 3 Enterococcus faecalis not reliable identification
G7(-)(C) 16 4 not reliable identification not reliable identification
G8(-)(C) 165 Enterococcus faecalis 1.700 not reliable identification
GI(-)(C) 166 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
G10(-)(C) 167 not reliable identification not reliable identification
Gl1(-)(C) 168 not reliable identification not reliable identification
G12(+)(B) 169 Macrococcus caseolyticus 1.853 Macrococcus caseolyticus
F3(-)(C) 171 Macrococcus caseolyticus 1.700 not reliable identification
F4(-)(C) 172 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
F5(-)(C) 173 not reliable identification not reliable identification
F6(++) (A) 174 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
F7(+)(B) 175 Lactococcus garvieae 1.776 not reliable identification
F8(-)(C) 176 Ste':;’;?gg;’:;”as 1.700 not reliable identification
FO(++) (A) 177 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
F10(-)(C) 178 Chryseobacterium gleum not reliable identification
F11(++) (A) 179 Microbacterium liquefaciens Microbacterium liquefaciens
F12(-)(C) | 1710 Ste':;’;?gg;’:;”as 1700 | not reliable identification
G1(-)(C) 1711 Moraxella osloensis 1.911 not reliable identification
G3(+)(B) 1712 Moraxe'(iil—sgn—s'\igoraxe"a 1911 | not reliable identification
E4(+)(B) 181 Enterobacter cloacae 1.771 Enterobacter cloacae
E5(-)(C) 182 not reliable identification not reliable identification
E7(++) (A) 184 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
E8(-)(C) 185 not reliable identification not reliable identification
E9(-)(C) 186 not reliable identification not reliable identification
E10(+)(B) 187 Lactococcus lactis not reliable identification
E11(-)(C) 188 Lactococcus lactis not reliable identification
E12(-)(C) 189 not reliable identification not reliable identification
F1(+)(B) 1810 Microbacterium maritypicum 1.785 not reliable identification
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F2(-)(C) 1811 Lactobacillus curvatus 1.700 not reliable identification
G2(+)(B) 1812 Rhodococcus erythropolis 1.754 Rhodococcus erythropolis
D10(+)(B) 191 Lactococcus garvieae 1.78 not reliable identification
D11(-)(C) 192 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification

D12( +;+ ) (A 193 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

E1(-)(C) 194 Lactococcus garvieae not reliable identification
E2(++) (A) 195 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
E3(+)(B) 196 Lactococcus garvieae 1.812 not reliable identification
D2(-)(C) 201 Enterobacter cloacae 1.700 not reliable identification
D3(++)(A) 202 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D4(+)(B) 203 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D5(++) (A) 204 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D6(-)(C) 205 Candida rugosa not reliable identification
D7(++)(A) 206 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
D8(-)(C) 207 not reliable identification not reliable identification
D9(+)(B) 208 Lactococcus lactis not reliable identification
C1(+)(B) 211 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
C2(++) (A) 212 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C3(-)(C) 213 Lactococcus garvieae not reliable identification
C4(++) (A) 214 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C5(+)(B) 215 Lactococcus garvieae Lactococcus garvieae
C6(++) (A) 216 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

C7(+++)(A) 217 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

C8(-)(C) 218 Microbacterium liquefaciens not reliable identification
C9(+)(B) 219 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.859
C10(+)(B) 2110 Microbacterium maritypicum Microbacterium liquefaciens 1.767

Cl1(++) (A) 2111 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii 1.758
C12(++) (A) 2112 Acinetobacter baumannii Acinetobacter baumannii 1.853

D1(+)(B) 2113 Enterobacter ludwigii 1.817 Enterobacter asburiae 1.778

F6(+)(B) 1K 2 Lactococcus garvieae 1.772 not reliable identification

F7(+)(B) 1K 3 Lactococcus lactis Lactococcus lactis

F8(+)(B) 1K 4 Lactococcus garvieae not reliable identification

Fo(+)(B) 1K 5 Chryseobacterium joostei not reliable identification
F10(+)(B) 1K 6 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
F11(+)(B) 1K 7 Macrococcus caseolyticus 1.712 not reliable identification
F12(+)(B) 1K 8 Chryseobacterium joostei 1.841 not reliable identification

G2(-)(C) 1K 10 not reliable identification not reliable identification

G3(-)(C) 2K1 Enterobacter cloacae not reliable identification

G4(-)(C) 2K 2 not reliable identification not reliable identification
G6(+)(B) 2K 4 Lactococcus lactis not reliable identification
G7(+)(B) 2K5 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.886
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G8(+)(B) 2K 6 Lactococcus lactis 1.769 Lactococcus lactis 1.708
G9(+)(B) 2K 7 Enterobacter cloacae 1.74 Enterobacter asburiae 1.713
G10(+)(B) 2K '8 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.776
Gl1(-)(C) 2K 9 not reliable identification not reliable identification
Gl2(++) (A) 2K 10 Acinetobacter guillouiae not reliable identification
H1(+)(B) 2K 11 Acinetobacter guillouiae 1.87 not reliable identification
H2(-)(C) 2K 12 Staphylococcus succinus 1.700 not reliable identification
H3(+)(B) 2K 13 Chryseobacterium joostei 1.830 not reliable identification
H4(++) (A) 3K1 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
H5(++) (A) 3K?2 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
H6(-) (C) 3K3 Enterobacter cloacae not reliable identification
H7(++) (A) 3K4 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
H8(++) (A) 3K5 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
H9(+) (B) 3K 6 Lactococcus lactis not reliable identification
H10(-)(C) 3K7 Macrococcus caseolyticus not reliable identification
H11(-)(C) 3K8 not reliable identification not reliable identification
H12(++) (A) 3K9 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
Al(+)(B) 4K 1 Lactococcus garvieae not reliable identification
A2(++) (A) 4K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A3(+)(B) 4K 3 Lactococcus garvieae not reliable identification
A4(+)(B) 4K 4 Lactococcus garvieae 1.759 not reliable identification
A5(+)(B) 4K 5 Lactococcus garvieae 1.774 not reliable identification
A6(-)(C) 4K 6 not reliable identification not reliable identification
A7(++) (A) 5K 1 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
A8(-)(C) 5K 2 Lactococcus garvieae not reliable identification
A10(++) (A) 5K 4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.878
All(+)(B) 6K 1 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.71
Al12(+)(B) 6K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.761
B1(+)(B) 6K 3 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.709
B4(-)(C) 6K 6 not reliable identification not reliable identification
B5(-)(C) 7K1 Lactococcus lactis 1.700 not reliable identification
B6(-)(C) 7K 2 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
B7(+)(B) 7K 3 Lactococcus lactis not reliable identification
B8(-)(C) K4 Lactococcus garvieae not reliable identification
B9(-)(C) 7K5 not reliable identification not reliable identification
B10(-)(C) 8K 1 Candida rugosa not reliable identification
B11(-)(C) 8K 2 not reliable identification not reliable identification
B12(-)(C) 8K 3 not reliable identification not reliable identification
Cl(++)(A) 8K 4 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
C2(-)(C) 8K5 not reliable identification not reliable identification
C3(-)(C) 8K 6 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
C4(-)(C) 8K7 Stenotrophomonas 1.722 not reliable identification
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maltophilia

C5(-)(C) 9K 1 not reliable identification not reliable identification
C7(-)(C) 9K 3 Kluyveromyces lactis not reliable identification
C8(+)(B) 9K 4 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
C9(-)(C) 9K 5 Kluyveromyces lactis 1.700 not reliable identification
Cl10(+)(B) 10K 1 Enterobacter ludwigii 1.775 Enterobacter cloacae
Cl1(+)(B) 10K 2 Lactococcus garvieae 1.701 not reliable identification
D2(+)(B) 10K 5 Lactococcus lactis not reliable identification
D5(-)(C) 10K 8 not reliable identification not reliable identification
D6(-)(C) 10K 9 Macrococcus caseolylticus not reliable identification
D7(-)(C) 10K 10 Kluyveromyces lactis not reliable identification
D8(+)(B) 10K 11 Macrococcus caseolyticus Macrococcus caseolyticus
D9(-)(C) 11K 1 Lactococcus garvieae not reliable identification
D10(+)(B) 11K 2 Lactococcus lactis not reliable identification
E3(-)(C) 11K 6 not reliable identification not reliable identification
E4(-)(C) 11K 8 not reliable identification not reliable identification
E5(-)(C) 12K 1 Lactococcus lactis not reliable identification
E6(-)(C) 12K 2 not reliable identification not reliable identification
E8(-)(C) 12K 4 Lactococcus lactis not reliable identification
E9(-)(C) 12K'5 Kluyveromyces lactis not reliable identification
E12(-)(C) 12K 8 Issatchenkia orietalis 1.700 not reliable identification
F1(+)(B) 12K 9 Raoultella ornithinolytica 1.731 not reliable identification
F2(-)(C) 12K 10 not reliable identification not reliable identification
F3(-)(C) 12K 11 Macrococcus caseolyticus not reliable identification
F4(+)(B) 12K 12 Kluyveromyces lactis not reliable identification
F5(-)(C) 13K 1 Lactococcus lactis not reliable identification
Fo(-)(C) 13K 5 not reliable identification not reliable identification
F10(+)(B) 13K 6 Kluyveromyces lactis not reliable identification
F11(-)(C) 13K7 not reliable identification not reliable identification
F12(-)(C) 13K 8 not reliable identification not reliable identification
G1(+)(B) 13K 9 Raoultella ornithinolytica Raoultella ornithinolytica
G2(++) (A) 14K 1 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii
G3(+)(B) 14K 2 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G4(+)(B) 14K 3 Lactococcus lactis not reliable identification
G6(-)(C) 14K 5 Issatchenkia orietalis not reliable identification
G7(+)(B) 14K 6 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
G8(-)(C) 14K 7 not reliable identification not reliable identification
G9(-)(C) 14K 8 Acinetobacter johnsonii not reliable identification
G10(+)(B) 14K 9 Microbacterium maritypicum 1.87 Microbacterium liquefaciens
G11(-)(C) 14K 10 Macrococcus caseolyticus 1.700 not reliable identification
H1(+)(B) 15K 2 Lactococcus garvieae not reliable identification
H2(+++) (A) 15K 3 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
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H3(+)(B) 15K 4 Enterococcus faecalis 1.896 Enterococcus faecalis 1.794
H4(++) (A) 15K 5 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
H5(+)(B) 15K 6 Enterococcus faecalis 1.888 Enterococcus faecalis
H6(-) (C) 16K 1 Enterobacter cloacae 1.700 not reliable identification
H7(++) (A) 16K 2 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
H8(-)(C) 16K 3 Enterococcus faecalis not reliable identification
H9(-)(C) 16K 4 not reliable identification not reliable identification
A2(-)(C) 16K 9 Lactococcus garvieae not reliable identification
Ad(+)(B) 16K 11 Lactococcus lactis Lactococcus lactis 1.726
A6(++) (A) 16K 13 Macrococcus caseolyticus Macrococcus caseolyticus 1.978
A7(+)(B) 16K 14 Ster;g;?:;ﬁirlr;:nas Stenotrophomonas maltophilia 1.761
A9(+)(B) 17K 2 Lactococcus garvieae not reliable identification
Al10(-)(C) 17K 3 not reliable identification not reliable identification
All(+)(B) 17K7 Lactococcus garvieae not reliable identification
B1(+)(B) 17K 5 Lactococcus lactis not reliable identification
B3(-)(C) 17K 8 Issatchenkia orientalis 1.700 not reliable identification
B4(+)(B) 17K 9 Candida pararugosa 1.829 not reliable identification
B5(-)(C) 17K 10 Candida rugosa 1.700 not reliable identification
B6(+)(B) 18K 1 Kluyveromyces lactis 1.821 Kluyveromyces lactis
B8(-)(C) 18K 3 Lactococcus garvieae 1.700 not reliable identification
BI(-)(C) 18K 4 not reliable identification not reliable identification
B10(-)(C) 18K 5 not reliable identification not reliable identification
B12(-)(C) 18K 7 not reliable identification not reliable identification
Cl(-)(C) 18K 8 Macrococcus caseolyticus not reliable identification
C2(+)(B) 18K 9 Macrococcus caseolyticus Macrococcus caseolyticus
C3(-)(C) 18K 10 not reliable identification not reliable identification
C4(-)(C) 19K 1 Lactococcus garvieae not reliable identification
C5(-)(C) 19K 2 not reliable identification not reliable identification
C7(-)(C) 19K 4 not reliable identification not reliable identification
C8(-)(C) 19K 5 Enterococcus faecalis not reliable identification
C10(-)(C) 20K 1 not reliable identification not reliable identification
D1(+)(B) 20K 4 Lactococcus lactis not reliable identification
D2(-)(C) 20K 5 Lactococcus lactis not reliable identification
D5(+)(B) 20K 8 Kluyveromyces lactis not reliable identification
D6(-)(C) 20K 9 not reliable identification not reliable identification
D8(-)(C) 21K 1 not reliable identification not reliable identification
D9(+)(B) 21K 2 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
D12(+)(B) 21 K5 Lactococcus lactis not reliable identification
E2(++) (A) 21K7 Escherichia coli Escherichia coli
E3(-)(C) 21 K8 Lactococcus garvieae not reliable identification
E5(-)(C) 21K 10 not reliable identification not reliable identification
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E6(-)(C) 21K11 not reliable identification not reliable identification
E7(-)(C) 21K 12 not reliable identification not reliable identification
E8(+)(B) 21K 13 Microbacterium maritypicum 1.893 not reliable identification
E9(-)(C) 21K 14 Macrococcus caseolyticus 1.700 not reliable identification
E10(++) (A) 21K 15 Stenotropho_monas Stenotrophomonas maltophilia
maltophilia
E11(-)(C) 21 K16 Microbacterium liquefaciens 1.700 not reliable identification
E12(-)(C) 21 K17 Macrococcus caseolyticus 1.700 not reliable identification
Zivotopis
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Nina Lovri¢ rodena je 14.01.1996. godine u Zagrebu, Republika Hrvatska. Odrasla je i
%ivi u Svetoj Nedelji. Skolovanje je zapocela 2002. godine u OS Matka Laginje u Zagrebu gdje
je bila odli¢an ucenik. Nakon zavrSene osnovne $kole upisala je 2010. godine prirodoslovno-
matematicku, XV. gimnaziju (MIOC) u Zagrebu, informaticki smjer. Polaganjem mature 2014.
godine zavrSila je srednjoSkolsko obrazovanje te se iste godine u rujnu upisala na
Agronomski fakultet u Zagrebu - smjer Animalne znanosti. Preddiplomski studij Animalne
znanosti zavrsila je 2018. godine ¢ime je stekla akademski naziv sveuciliSnog prvostupnika
animalnih znanosti. U rujnu 2018. godine upisala je diplomski studij Proizvodnja i prerada
mlijeka na Agronomskom fakultetu u Zagrebu. Stru¢nu praksu odradivala je u Referentnom
laboratoriju za mlijeko i mlijeCne proizvode u sklopu preddiplomskog i diplomskog studija.
Posjeduje odliéno znanje engleskog jezika u govoru i pismu te iznimno dobro poznaje rad na
racunalu. Slobodno vrijeme provodi u prirodi, bavi se sportom — stolnim tenisom,
bicikliranjem i teretanom.
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