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· Uz pētījumā iegūto datu pamata sniegtas rekomendācijas Latvijā iegūstamā jaunpiena nekaitīguma kritēriju noteikšanai.

· Kamēr nav izstrādāti Eiropas Kopienas kritēriji jaunpienam, sniegtas rekomendācijas Latvijā ražotā jaunpiena valsts nekaitīgumu kritēriju noteikšanai, kā to paredz Komisijas Regula (EK) Nr.853/2004 IX sadaļas I nodaļas III daļas b) apakšpunktā.

Paredzamo rezultātu nozīmība:

·     Uz sniegto rekomendāciju pamata tiks izstrādāti valsts nekaitīguma kritēriji jaunpienam, kamēr nav izstrādāti Eiropas Kopienas kritēriji jaunpienam, kā to paredz Komisijas Regula (EK) Nr.853/2004 IX sadaļas I nodaļas III daļas b) apakšpunktā.
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Ievads

Šobrīd Eiropas Kopienas valstīs nav noteikti mikrobioloģiskie kritēriji jaunpienam attiecībā uz kopējo mikroorganismu skaitu 30º C temperatūrā (1 ml) un somatisko šūnu skaitu (1 ml). Mūsu pētījuma mērķis ir, līdz šādu kritēriju izstrādei ES dalībvalstīm, sniegt rekomendācijas jaunpiena kvalitātes kritērijiem govs jaunpienam Latvijas Republikā.

Jaunpienu uzskata par dzīvnieku izcelsmes produktu, bet uz to neattiecas definīcija par svaigpienu, kas minēta Regulas (EK) Nr. 853/2004 I pielikumā. [1]  Jaunpienu ražo līdzīgā veidā, un var uzskatīt, ka tas cilvēka veselībai rada līdzīgu risku kā svaigpiens, tādēļ arī jaunpiena ražošanai jāievieš īpaši higiēnas noteikumi, ko nosaka Komisijas Regula (EK) Nr. 1662/2006, kas groza Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 853/2004,  dokuments attiecas uz Eiropas ekonomisko zonu [2] Jaunpiena kvalitāte dažādām govīm ir atšķirīga. Tā kvalitāti var pazemināt piena tecēšana no tesmeņa pirms atnešanās, atnešanās sarežģījumi, mastīts vai piena trieka, stress, kā arī neatbilstoša ēdināšana (pārbarotas vai nesabalansēti barotas govis). Pazeminātas kvalitātes jaunpiens (satur mazāk antivielu) bieži konstatējams tieši pienīgākajām govīm un ganāmpulkā nesen introducētām govīm, kuru imūnsistēma vēl nav pilnībā pielāgojusies jaunajiem apstākļiem.[3]

Pēc statistiskajiem datiem par laktāciju intensitāti Latvijā, redzams, ka vislielākais govju atnešanās īpatsvars ir no marta līdz jūnijam. [4] Tas nesakrīt ar pētījumam atvēlēto laiku projekta ietvaros, kas bija no jūlija līdz novembrim. Tādēļ paraugu noņemšana vienlaicīgi bija iespējama nelielos apjomos, kas pagarināja to savākšanas laiku līdz pat projekta noslēgumam.

Veicot šo pētījumu, svarīgi bija arī uzzināt, kāda ir situācija attiecībā  uz jaunpienu pārējās ES dalībvalstīs, taču sazinoties ar citu ES dalībvalstu speciālistiem par tajās noteiktajām prasībām attiecībā uz jaunpienu, saņēmām atbildi tikai no Zviedrijas Nacionālā pārtikas departamenta speciālistes Karinas Bäkströmas un Ulrikes Kassneres, speciālistes no Vācijas  Lauksaimniecības departamenta. Viņas informēja, ka:

· Zviedrijā nav noteiktu kritēriju, kas regulētu higiēnas prasības jaunpienam. Gadījumos, kad tiek pārdoti nelieli daudzumi tieši patērētājam tiek ievērotas  Regulas (EK) Nr. 852/2004 „Par pārtikas produktu higiēnu” 1. Pielikuma prasības [5];

· Ja Vācijā jaunpiens tiktu izmantots kā papildinājums pārtikai, tad tam vajadzētu būt iekļautam pārtikas normatīvajos dokumentos. Šobrīd Vācijā jaunpiens nav  iekļauts ne „piena’ normatīvajos dokumentos, ne arī pārtikas higiēnas normatīvajos dokumentos. [6].  

Literatūras apskats

Mūsu pētījuma objekts bija Latvijā tradicionāls piena produkts, kuru iegūst pirmajās 7 dienās pēc govs atnešanās un sauc par jaunpienu, tas ievada svaigpiena veidošanos. Tajā ir daudz antivielu un minerālvielu, 3-5 reizes vairāk olbaltumvielu, nekā parasti, no kurām apmēram 80% ir termonestabilās sūkalu olbaltumvielas, kas veicina recēšanu pienu karsējot. Parasti pienā tās sastāda ~20%. Svaigā pienā pH~6,7 , tam pazeminoties līdz 4,6-4,7 sākas kazeīna koagulācija. Kazeīnam koagulējot izveidojas receklis un sūkalas. Sūkalās pāriet aptuveni 20% no piena olbaltumvielām un tās sauc par sūkalu olbaltumvielām. Sūkalu olbaltumvielām ir ļoti augsta uzturvērtība, to aminoskābju sastāvs ir tuvs optimumam. Lielākā nozīme ir (–laktoalbumīnam un (–laktoglobulīnam, kas kopā sastāda ap 80 % sūkalu olbaltumvielu. Abas šīs olbaltumvielas praksē bieži sauc par albumīnu. No pārējām sūkalu olbaltumvielām var minēt imunoglobulīnus (laktoferrīns, laktoperoksidāze u.c.), kurš parasti pienā ir neliels (1,9-3,3% no kopējo olbaltumvielu satura) [7], bet palielināts jaunpienā (~90% no sūkalu olbaltumvielām). Tādā veidā daba parūpējas par jaundzimušo un aizsargā to no saslimšanas. Medicīnisko preparātu ražotāji strādā pie dažu imunoglobulīnu- latoferrīna un laktoperosidāzes izdalīšanas no sūkalām vai piena seruma. 

Tā kā daba jaunpienu ir paredzējusi jaundzimušā teliņa organisma stiprināšanai, tajā ir vairāk arī vitamīnu, hormonu, baktericīdo vielu (sevišķi imunoglobulīnu). 

Vēl sūkalu olbaltumvielas satur asins seruma olbaltumvielas, kuru daudzums palielinās govīm slimojot ar mastītu un proteāžu-peptonu frakcijas olbaltumvielas, kuru daudzums pienā palielinās uzglabāšanas laikā fermentu darbības rezultātā.

Jaunpienā tauku saturs ir nedaudz palielināts, taču sastāvā ir 3-5 reizes lielāks fosfolipīdu saturs. Fosfolipīdu saturs normālā pienā ir līdz 0,05% . To lielāko daļu (~60%) veido lecitīni kefalīni. Lielākā fosfolipīdu daļa (60-70%) atrodas tauku lodīšu apvalkos. Lecitīni kavē tauku uzkrāšanos organismā normalizē tauku vielmaiņu un novērš pārmērīgu  holesterīna uzkrāšanos pie asinsvadu sieniņām. Pienu separējot 65-70% pāriet krējumā, bet no krējuma kuļot sviestu 55-70% pāriet paniņās. [7]

Laktozes saturs jaunpienā savukārt ir pazemināts. Laktoze sastāda vidēji 4.8 % (3.8-5.5%)  no piena sausnas. Laktoze ir disaharīds. Tās molekula ir veidota no D-galaktozes (β-D-galaktopiranoze) un D-glikozes (D-glikopiranozes) atlikuma, kuri saistīti ar β(1→4) glikozīdisko saiti. Karsējot pienu virs 1000C laktoze var veidot izomēru laktulozi .

Laktuloze ir specifisks un unikāls mātes piena ogļhidrāts. Laktuloze tika atklāta 1920. gadā, pētot ogļhidrātu struktūru konfigurācijas un to fizikālo īpašību mijiedarbības. Laktulozes salduma pakāpe ir 0,55, salīdzinoši laktozei -0,3, saharozei-1,0. Tas norāda, ka laktuloze ir saldāka par laktozi. Organoleptiski to var just salīdzinot salduma pakāpi starp govs pienu un mātes pienu, kas ir daudz saldāks.[8]

Galvenās piena minerālvielas ir Ca, P, Mg, K, Na, Cl un S, kuras pamatā atrodas olbaltumvielu sastāvā. Ca un P ir vieni no vissvarīgākajiem piena makroelementiem. Tie ir labi sabalansētās attiecībās un viegli pārstrādājamā formā. Ca saturs pienā ir atkarīgs no barības sastāva, dzīvnieka sugas, laktācijas un gada laika. Vasarā Ca saturs pienā ir zemāks, nekā ziemā. Apmēram 22% no visa kalcija ir saistīts ar kazeīnu(Ca veido struktūru). Pārējā Ca daļa -78% veido sāļus- fosfātus, citrātus. Fosfora saturs pienā gada laika maz mainās, var nedaudz pazemināties pavasarī. Fosfora saturs vairāk ir atkarīgs no barības sastāva, dzīvnieka sugas un laktācijas.[9]
Jaunpiena uzturvielu saturs pirmajā dienā pēc govs atnešanās ir atšķirīgs no svaigpiena: ūdens 73.1%,olbaltumvielas 19,2%, taukvielas 3.5%, ogļhidrāti 3.0%, minerālsāļi 1.2%. Tam ir bieza viskoza konsistence, dzelteni - balta nereti vai dažkārt dzelteni– sārta krāsa, nedaudz sāļa garša un specifiska smarža. Sakarā ar lielo olbaltumvielu saturu tā skābums ir ap 40 T º. Jaunpiena izmainītā sastāva dēļ, tas nav piemērots tradicionālo piena produktu ražošanai. 

Regula Nr. 853(2004) paredz jaunpiena izmantošanu pārtikā tiešā veidā vai produktu ražošanu no jaunpiena. Svarīgi atcerēties, ka jaunpiena iegūšanā un savākšanā līdz minimumam jāsamazina kontaminācijas risks gan attiecībā uz mikrobioloģisko kontamināciju, gan antibiotiku atliekvielām. Viens no jaunpiena kvalitātes rādītājiem ir somatisko šūnu skaits (SŠS) pienā. Pienā SŠS ir vienmēr. Veselām govīm pienā SŠS parasti ir līdz 400 tūkst./ml. , taču visā laktācijas laikā nav vienāds. Tas ir palielināts laktācijas sākumā- jaunpienam, kā arī laktācijas beigu posmā.[10] Lai iegūtu augstas kvalitātes piena produktus, piena kvalitātei ir jābūt augstai un tas attiecas arī uz jaunpienu.

Viens no iemesliem, kas var pazemināt jaunpiena kvalitāti ir tesmeņa iekaisums- mastīts.  Tesmeņa iekaisuma gadījumā somatisko šūnu skaits pienā var sasniegt līdz pat 10 milj./ml. Govij saslimstot izmainās arī piena sastāvs un pazeminās kvalitāte. Visas piena sastāvdaļas pieņemot pienu nav iespējams noteikt, tādēļ objektīvs kritērijs ir somatisko šūnu skaits.

Slimu govju pienā ir palielināts lipāžu daudzums, attiecīgi šī fermenta izraisītās hidrolīzes rezultātā palielinās brīvo taukskābju daudzums. Izmainītā ķīmiskā sastāva dēļ ir pazemināts blīvums- līdz 1024 kg/m3, skābums- līdz 12oT un piens iegūst rūgti sāļu garšu. Ir palielināts bakterocīdo vielu daudzums pienā:

-laktoferīns 5 reizes;

-imunoglbulīni 6 reizes;

-asins sēruma albumīni 3, reizes.  

Ir samazināts kazeīna (par18%) un kalcija saturs (par 67%). [7]
Viens no faktoriem, kas nosaka piena noderību uzturam un pārstrādei piena produktos, kā arī spēju uzglabāšanas laikā nezaudēt sākotnējo kvalitāti, ir mikroorganismu daudzums tajā. Ir virkne dažādu specifisku mikroorganismu, kas nodrošina tālākos piena pārstrādes tehnoloģiskos procesus. Taču, darbojoties nevēlamiem mikroorganismiem, izmainās piena garša, smarža, skābums, jo to fermenti šķeļ piena cukurus, olbaltumvielas un taukus, radot vienkāršākus savienojumus. Jo lielāks ir nevēlamo mikroorganismu kopējais skaits, jo pienā izteiktāk noris nevēlamās bioķīmiskās izmaiņas. Tāpēc, lai iegūtu augstvērtīgāku un kvalitatīvāku pienu, ir būtiski samazināt mikroorganismu nokļūšanu tajā jau slaukšanas laikā. Protams, pilnīgi bez mikroorganismiem pienu iegūt nav iespējams, jo tie ir kūts gaisā, uz tesmeņa ādas un apmatojuma, slaukšanas iekārtu sienām, slaucēju rokām. Tomēr, ievērojot sanitāri higiēniskos noteikumus piena ieguves laikā, var ierobežot mikroorganismu iekļūšanu pienā, piemēram, samazinot piena saskari ar kūts gaisu. Lai pienā nonākušie mikroorganismi tajā strauji nevairotos un nepieaugtu to skaits, svarīgi pēc iespējas ātrāk pienu pēc izslaukšanas atdzesēt līdz 4°C. Mikroorganismu daudzumu pienā ietekmē arī tesmeņa fizioloģiskais stāvoklis. Tesmeņa iekaisumi joprojām ir aktuāla problēma jebkurā valstī, kurā nodarbojas ar piena lopkopību. 

Pētījuma metodoloģija

Lai sasniegtu projektā izvirzītos mērķus, tika izstrādāta pētījuma metodoloģija. Tas bija komplicēts process, kas aptvēra vairākas jomas. 

Viens no atbildīgākajiem un darbietilpīgākajiem posmiem bija jaunpiena paraugu noņemšana, to nogādāšana testēšanas laboratorijā un analīžu veikšana. Paraugi vienlaicīgi tika noņemti  dažādos Latvijas novados:

· Rencēnu pagasta, z/s „Mareņi”;

· Rīgas rajona, Mārupes, fermas „Kalngales”,

· Brunavas pagasta, z/s „Krišjāņi”;

· Iecavas novada, z/s „Jumis”.

Jaunpiena paraugu ņemšana saimniecībās tika veikta saskaņā ar standarta LVS EN ISO 707-1997   „ Piens un piena produkti. Norādījumi paraugu noņemšanai ” prasībām.

Paraugu noņēmēji tika nodrošināti ar: 

          - divu veidu steriliem piena paraugu stobriņiem (ar un bez konservanta), kuru tilpums                           ir 45 ml;

         - paraugu transportēšanas konteineriem, kuri aprīkoti ar aukstumelementiem un nodrošina paraugu saglabāšanu un transportēšanu temperatūrā, kura nepārsniedz +4oC;

         - ar konteinera pavadrakstu un instrukciju par tās aizpildīšanu.

Jaunpiena paraugi tika noņemti uzreiz pēc slaukšanas, kamēr piens vēl ir silts. Pēc izslauktā jaunpiena kopparauga  rūpīgas samaisīšanas, katrā slaukšanas reizē parauga stobriņā iepildīja vienādu piena daudzumu ar aprēķinu, ka kopējā parauga apjoms ir 40-45 ml. 
Aizvākoto piena parauga stobriņu pēc iepildīšanas apvēršot samaisīja ar konservantu, marķēja un ievietoja piena paraugu konteinerī, kurā atradās iepriekš sasaldēts aukstumelements. Konteineru glabāja vēsā un citiem nepieejamā telpā. 

Pirms piena paraugu nosūtīšanas piena laboratorijai piena noņēmējs noformēja konteinera pavadrakstu. (1.Pielikums)

Konteineris ar jaunpiena paraugiem un pavaddokumentiem,  ne vēlāk kā 4 stundas pēc paraugu noņemšanas, tika nogādāts  testēšanas laboratorijā. 
Fermu īpašnieki saņēma testēšanas pārskatus no laboratorijas bez maksas.
Jaunpiena paraugi tika ņemti no govs  3., 4. un 5. dienā pēc atnešanās, katru dienu noņemot  pienu 2 stobriņos:

· 1- bez konservanta (ar zaļo uzlīmi)- baktēriju kopskaita noteikšanai,

· 1- ar konservantu (ar oranžo uzlīmi) somatisko šūnu skaita noteikšanai.

Paraugu stobriņus marķēja: uz krāsainās uzlīmes  J-xx, 
                                                 kur J- jaunpiens, xx-  parauga Nr. pēc kārtas. 

Pēc jaunpiena paraugu nogādāšanas laboratorija, tika noteikti mikrobioloģiskie rādītāji:

· Kopējais mikroorganismu skaits (KMS),

· Somatisko šūnu skaits (SŠS) mikroskopiski un instrumentāli.
Pēc testēšanas pārskatu saņemšanas tika apkopoti dati. To statistiskā apstrāde tika veikta ar MS  Excel programmas palīdzību. Datu ticamība tika noteikta ar dispersijas analīzes palīdzību. Tika izskaitļota arī vairāku pazīmju savstarpējā korelācija.

Pētījuma beigu fāzē pēc datu iegūšanas tika veikts to izvērtējums un noteikti iespējamie kvalitātes kritēriji jaunpienam, izdarīti secinājumi.

Pētījumā izmantotās testēšanas metodes.

Jaunpiena paraugu testēšanai tika pielietotas references metodes, kuras nosaka Komisijas Regula (EK) 1664/2006 ar kuru groza regulu (EK) Nr. 2074/2005 attiecībā uz īstenošanas pasākumiem saistībā ar noteiktiem dzīvnieku izcelsmes produktiem, kas paredzēti lietošanai pārtikā, un atceļ dažus īstenošanas pasākumus. 

· LVS EN ISO 4833 ( Pārtikas un dzīvnieku mikrobioloģija. Koloniju skaitīšanas metode pie 30ºC), [11]
· LVS EN ISO 13366 – 1 ( Piens .Somatisko šūnu skaita noteikšana. 1.daļa:Mikroskopiskā metode ).[12]
Komisijas Regula (EK) 1664/2006 pieļauj alternatīvu analītisko metožu izmantošanu. Pētījuma ietvaros tika noteikts somatisko šūnu skaits jaunpiena paraugos arī ar metodi LVS EN ISO 13366 – 2. un izvērtēta instrumentālās metodes pielietošanas iespēja, testējot jaunpienu.

· LVS EN ISO 13366 – 2 ( Piens .Somatisko šūnu skaita noteikšana. 2.daļa: Norādījumi par fluorescentoptoelektronisko skaitītāju ekspluatāciju).[13]
· LVS EN ISO 4833:2003 „ Pārtikas un dzīvnieku mikrobioloģija. Koloniju skaitīšanas metode pie 30ºC ” 

· Šis starptautiskais standarts ir piemērots produktiem , kas domāti cilvēku patēriņam vai dzīvnieku barošanai. Metodes precizitātes līmenis ir 95%.

· Standarts apraksta horizontālo metodi mikroorganismu skaitīšanai, skaitot kolonijas, kas aug uz cietās barotnes pēc aerobās inkubēšanas 30°C temperatūrā.

· LVS EN ISO 13366 – 1:2008 „ Piens. Somatisko šūnu skaita  noteikšana. 1.daļa: Mikroskopiskā metode”

· Šī  ISO 13366-1 standarta daļa apraksta metodi somatisko šūnu skaita noteikšanai nepasterizētā un ķīmiski konservētā pienā .

· Metode lietojama standarta paraugu sagatavošanai mehānisko un automātisko šūnu skaitīšanas procedūru kalibrēšanai.

· Metodes princips : testēšanai paredzēto piena daļu uzklāj uz priekšmetstikliņa, veidojot preparātu. Pēc žāvēšanas un krāsošanas šūnas skaita, lietojot mikroskopu. Reizinot saskaitīto šūnu skaitu noteiktā laukumā ar mikroskopa darba faktoru, iegūst šūnu skaitu vienā mililitrā.

· LVS EN ISO 13366 – 2  „Piens .Somatisko šūnu skaita noteikšana. 2.daļa:Norādījumi par fluorescentoptoelektronisko skaitītāju ekspluatāciju”          

· Somatisko šūnu skaita noteikšana – LVS EN ISO 13366 – 2 „Piens - Somatisko šūnu skaita noteikšana.2.daļa : Fluoro-opto-elektroniskā metode ”. 

· Šī ISO 13366-2.daļa apskata metodi somatisko šūnu skaita noyeikšanai gan dabiskam, gan ķīmiski konservētam pienam, lietojot fluoro-opto-elektronisko uzskaites instrumentu.

·  Metodes princips – piena sajaukšanos pārbauda ar bufera un krāsu šķīdumu. Maisījuma pārvēršanās plānā plēvē rotējošam diskam kļūst par objektu, ko var novērot mikroskopā. Katra mikroskopā redzamā nokrāsotā šūna dod elektrisku impulsu, kas tiek pastiprināts un uzskaitīts. 

Somatisko šūnu skaita noteikšana ar instrumentālo metodi tika veikta laboratorijā, kura izmantoto Amerikas Savienoto Valstu (ASV) firmas „Bentley Instruments”  infrasarkano staru (IS) somatisko šūnu skaitītāju. „Bentley Instruments” ražotās iekārtas plaši lieto visā pasaulē ciltslietu laboratorijās. Savu uzticību firmas ražotajām iekārtām ir izteikuši ASV, Austrālijas, Itālijas, Vācijas, Francijas, Čehijas, Lielbritānijas, Latvijas un daudzu citu valstu pārtikas produktu kontroles institūcijas un ražotāji. Latvijā šīs firmas pārstāvis ir SIA „Doma”. 

Tā kā iekārtas vadība notiek ar datora palīdzību, tās kalibrēšana ir maksimāli vienkāršota, programma pati veic nepieciešamos aprēķinus un dod rekomendācijas par tālākajiem soļiem, kuri jāveic, lai uzlabotu mērījumu precizitāti. [14,15]

Laboratorijā uz vietas ir iespējams sagatavot piena paraugus, tā sauktos pilotparaugus, kurus iespējams izmantot IS piena analizatora uzraudzībai starp kalibrēšanām, kā papildus kontroli. Pilotparaugi nevar aizvietot kalibrēšanu, jo kontrolē tikai rezultātu nemainīgumu. Tos lieto katras sērijas sākumā un beigās, vai, ja sērijas ir ļoti lielas vai mazas, pa fiksētiem intervāliem. 
Lai varētu saglabāt noņemtos jaunpiena paraugus ilgāk, tika lietots konservants. Literatūrā tiek norādīti vairāki konservanti, kurus iespējams lietot piena paraugu konservēšanai: kālija bihromāts (K2 Cr 2 O7), nātrija azīds(Na N3 ),  bronopols (2-brom-2-nitro-1,3-propanedio) un  Broad Spectrum Mikrotabs II. Pieļaujamajās koncentrācijās šie konservanti uz testēšanas rezultātu atstāj ļoti niecīgu iespaidu. Latvijā ļoti plaši tiek pielietots Broad Spectrum Microtabs II, tas tika pielietots arī paraugu konservēšanai šajā projektā. Broad Spectrum Microtabs II ir drošs un ērti lietojams konservants piena paraugu testēšanai ar IS analizatoriem. To ražo tablešu veidā. Konservanta komponenti nav bīstami apkārtējai videi un neuzkrājas notekūdeņos.   Tabletē, kuras svars ir 18 mg, aktīvie komponenti, kas nomāc baktēriju, raugu un pelējumu augšanu, ir bronopols (8 mg 2- bromo-2 nitropropan-1,3 tdiols) un natamicīns (0,3mg). Tabletēm pievienotas neitralizējoši- absorbējošas vielas. Lai iegūtu rezultātu maksimālu precizitāti, ieteicams konservantu pievienot pienam gan kalibrēšanas, gan testēšanas laikā. Tabletes pienā pilnīgi izšķīst istabas temperatūrā 10 minūšu laikā, to periodiski apmaisot. Viena tablete Broad Spectrum Microtabs II ir paredzēta 20-45 ml piena. Konservanta derīguma laiks ir vairāki gadi, ievērojot ražotāja norādītos uzglabāšanas apstākļus.[16]
Pētījuma datu apstrādes teorija.

Pētījumā iegūto datu statistiskā apstrāde tika veikta ar MS  Excel programmas palīdzību. Datu ticamība tika noteikta ar dispersijas analīzes palīdzību. Tika izskaitļota arī vairāku pazīmju savstarpējā korelācija.

Korelācija (r) – viena no izplatītākajām metodēm pētījumos, tā nosaka sakarību ciešumu starp diviem vai vairākiem rādītājiem. Korelācijas analīzes mērķis ir noteikt sakarību ciešumu. Tomēr statistikā parasti nemēdz būt tik absolūtas sakarības. Korelācijas koeficienta skaitliskā vērtība atrodas intervālā - 1 ( r ( +1. Ja koeficients tuvojas r=1.00, tad saka, ka, palielinoties vienam, palielinās arī otrs, bet, tuvojoties r=-1.00 - palielinoties vienam, otrs samazinās. Ja r=0 vai tuvu tam, tad ne par kādu sakarību nevar būt ne runas. Tas, vai korelācijas koeficientu var uzskatīt par statistiski nozīmīgu, ir atkarīgs no izlases apjoma (citiem vārdiem - no rezultātu ticamības). Taču neatkarīgi no izlases apjoma līdz 0,2 korelācija ir ļoti vāja, no 0,2 – 0,4 korelācija ir vāja, no 0,4 – 0,7 korelācija ir vidēji cieša, virs 0,7 korelācija ir cieša.

Vidējais   ir vidējais aritmētiskais, kuru aprēķina, summējot grupas skaitļus un pēc tam dalot summu ar skaitļu skaitu. Vidējais aritmētiskais parāda, kāda pazīmes vērtība raksturotu katru vienību, ja pazīmes absolūto lielumu sadalītu visām vienībām vienmērīgi. 
MIN - paraugkopas mazākā vērtība 

MAX - paraugkopas lielākā vērtība 

Datu analīze

Pētījuma ietvaros tika noņemti jaunpiena paraugi 105 govīm periodā no 3. līdz 5. dienai pēc atnešanās. Pavisam tika noņemti 315 jaunpiena paraugi, kuros tika noteikti mikrobioloģiskie rādītāji: kopējais mikroorganismu un somatisko šūnu skaits. Paraugu noņemšanas  laikā vetārsti novērtēja arī govju veselības stāvokli un veica atzīmes paraugu pavadrakstā. Pēc iegūtās informācijas no datu apstrādes izslēdzām 11 govju jaunpiena paraugus, kurām pavadrakstā tika norādītas novirzes no normāla veselības stāvokļa: sagurusi, placentas aizture, temperatūra, mastīts, veikta nagu apstrādes, kliba, vāja. Klīniski novērtētais veselības stāvoklis atspoguļojās arī iegūtajos analīžu rezultātos, kas bija paaugstināti abos rādītājos. Rīkojāmies vadoties pēc prasībām, ko nosaka Regula (EK) Nr. 1662/2006, ka jaunpienam jābūt no dzīvniekiem, kam ir labs vispārējais veselības stāvoklis un būtu identificēti tie, kurus ārstē ar medikamentiem.

Līdz ar to rezultatīvo rādītāju ieguvei, datu apstrāde tika veikta atlikušajiem 282 paraugiem no 94 govīm, lai iegūtu objektīvu informāciju par nekaitīguma kritērijiem jaunpienam. 

Iegūtie dati tika statistiski apstrādāti ar MS Excel programmu.  Ir izskaitļota arī vairāku pazīmju savstarpējā korelācija. Datu analīzē tika pievērsta uzmanība govs vecumam un laktācijai, noteiktas sakarības starp šim pazīmēm katrai grupai. Katrai grupa aprēķināta vidējā, minimālā un maksimālā vērtība. 

Tā kā pētījuma laikā neizdevās iegūt datus par citās ES dalībvalstīs noteiktajiem nekaitīguma kritērijiem jaunpienam, bija jāizvēlas pašiem kritēriji pēc kādiem grupēt iegūtos datus, kuri bija ļoti plašā amplitūdā:

· Kopējam mikroorganismu skaitam no 20 līdz 12 000 000 KVV/ml;

· Somatisko šūnu skaitam no 4 līdz 15 500 tūkst./ml.

Komisijas Regula (EK) Nr. 1662/2006, ar ko nosaka īpašus higiēnas noteikumus attiecībā uz dzīvnieku izcelsmes pārtiku, II Pielikuma IX iedaļā attiecībā uz jaunpienu nosaka tādas pašas higiēnas prasības kā svaigpienam. Tāpēc analizējot apkopotos datus, izvērtējām cik daudzi no analizētajiem jaunpiena paraugiem atbilst šīs regulas kvalitātes prasībām: 

· Kopējais mikroorganismu skaits (KMS) 30 °C temperatūrā (KVV/ ml) ≤ 100 000;

· Somatisko šūnu skaits (SŠS) (tūkst./ ml) ≤ 400.
Izvērtējot jaunpienu pēc KMS, no kopējās datu kopas pēc izvēlētā kritērija pielietošanas, derīgi izrādījās 65 govīm noņemtie jaunpiena paraugi, kas ir 69% no kopējā apjoma. Vidējais iegūtais rezultāts ir 6451± 410 KVV/ml, (ar izkliedi 20 ÷100 000 KVV/ml), kas attiecīgi pa dienām ir:

· 3. dienā 6633± 411 KVV/ml (min.-25 KVV/ml, maks.-100 000 KVV/ml); 

· 4.dienā 4560± 283 KVV/ml(min.-35 KVV/ml, maks.-43 000 KVV/ml) ; 

· 5.dienā 8623± 535 KVV/ml  (min.-20 KVV/ml, maks.-79 000 KVV/ml) . 

Analizējot  no 65 govīm iegūto vidējo rezultātu 6451± 410 KVV/ml, (ar izkliedi 20 ÷100 000 KVV/ml), redzams, ka tas attiecībā pret izvēlēto kritēriju, ir ar lielu rezervi, taču jāņem vērā arī rezultātu izkliede, kas atbilst pieļaujamajai normai KMS ≤ 100 000 KVV/ml, kāda ir noteikta Regulā svaigpienam. 

Turpinot atlikušo datu analīzi, tika pielietots to sadalījums pēc KMS, lai noteiktu katras grupas nozīmību kritērija izmaiņai. Noteiktais KMS jaunpienā atlikušajiem jaunpiena paraugiem no 29 govīm ir attēlots 1. tabulā un grafiski 1.attēlā. 
1.tabula KMS sadalījums jaunpiena paraugos, kas pārsniedz 100 000 KVV/ml                                                                                            
	KMS tūkst.KVV/ml
	Govju skaits
	Attiecība pret izmeklēto govju skaitu, %

	100÷ 200
	5
	5,3

	200÷ 300
	3
	3,2

	300÷ 400
	2
	2,1

	400÷ 500
	4
	4,3

	500÷ 600
	3
	3,2

	600÷ 700
	2
	2,1

	700÷ 800
	1
	1,1

	800÷ 900
	1
	1,1

	900÷ 1000
	1
	1,1

	1000÷ 2000
	3
	3,2

	2000÷ 3000
	1
	1,1

	3000÷ 4000
	1
	1,1

	4000÷ 5000
	1
	1,1

	5000÷ 12000
	1
	1,1

	 Kopā:
	29
	30,9


Tabulā atspoguļotie dati parāda, ka neviena no grupām nav ar lielu pārsvaru attiecība pret pārējam, arī grupa, kurā iekļaujas dati par 5 govju paraugu rezultātiem, attiecībā pret pamatgrupu ir tikai 5,3% un būtiski neiespaido rezultātu. 
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1.attēls. KMS sadalījums jaunpiena paraugos, kas pārsniedz 100 000 KVV/ml.
Izvērtējot jaunpienu pēc SŠS, no kopējās datu kopas pēc izvēlētā kritērija pielietošanas, derīgi izrādījās 67 govīm noņemtie jaunpiena paraugi, kas ir 71% no kopējā apjoma. 

Vidējais iegūtais rezultāts ir 134± 53 tūkst./ml, (ar izkliedi 4 ÷403 tūkst./ml), kas attiecīgi pa dienām ir:

· 3. dienā 133± 52 tūkst./ml (min.-17 tūkst./ml, maks.-400 tūkst/ml);

· 4.dienā 133± 52 tūkst./ml (min.-4 tūkst./ml, maks.-403 tūkst/ml);

· 5.dienā 134± 53 tūkst./ml (min.-10 tūkst./ml, maks.-379 tūkst/ml).

Analizējot  no 67 govīm iegūto vidējo rezultātu 134± 53 tūkst./ml, (ar izkliedi 4 ÷403 tūkst./ml), redzams, ka tas attiecībā pret izvēlēto kritēriju, ir ar lielu rezervi, taču jāņem vērā arī rezultātu izkliede, kas atbilst pieļaujamajai normai SŠS ≤ 400 000 tūkst/ml, kāda ir noteikta Regulā svaigpienam. 

Turpinot atlikušo datu analīzi, tika pielietots to sadalījums pēc SŠS, lai noteiktu katras grupas nozīmību kritērija izmaiņai. 

Noteiktais SŠS jaunpienā atlikušajiem jaunpiena paraugiem 25 govīm ir attēlots 2. tabulā grafiski 2.attēlā. 

2.tabula SŠS sadalījums jaunpiena paraugos, kas pārsniedz 400 tūkst./ ml
	SŠS tūkst./ml
	Govju skaits
	Attiecība pret izmeklēto govju skaitu, %

	400÷ 500
	5
	5,3

	500÷ 600
	3
	3,2

	600÷ 700
	1
	1,1

	700÷ 800
	1
	1,1

	800÷ 900
	2
	2,1

	900÷ 1300
	1
	1,1

	1300÷ 1700
	2
	2,1

	1700÷ 2300
	2
	2,1

	2300÷ 3000
	4
	4,3

	3000÷ 4000
	3
	3,2

	4000÷ 15 5000
	1
	1,1

	 
	25
	26,6


Tabulā atspoguļotie dati parāda, ka neviena no grupām nav ar lielu pārsvaru attiecība pret pārējam, arī grupa, kurā iekļaujas dati par 5 govju paraugu rezultātiem, attiecībā pret pamatgrupu ir tikai 5,3% un būtiski neiespaido rezultātu. 
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2.attēls. SŠS sadalījums jaunpiena paraugos, kas pārsniedz 400 tūkst./ ml.
Pētījuma laikā tika izvērtēta iespēja noteikt somatisko šūnu skaitu jaunpiena paraugos ar IS analizatoru. Tas būtu ļoti ērti un laika ziņā daudz ātrāk kā ar references metodi. Iepazīstoties ar testēšanas metodi LVS EN ISO 13366 – 2:2007 ( „Piens .Somatisko šūnu skaita noteikšana. 2.daļa:Norādījumi par fluorescentoptoelektronisko skaitītāju ekspluatāciju.” ), uzmanību piesaistīja norādījums, ka jāizvairās no problemātiskiem paraugiem, tajā skaitā arī jaunpiena.

Par iemeslu varētu būt tas, ka jaunpienā ir 3-5 reizes vairāk olbaltumvielu, no kurām apmēram 80% ir termo nestabilās sūkalu olbaltumvielas, kas pie parauga uzsildīšanas līdz 40oC, var izsaukt olbaltumvielu pārslu veidošanos. Parasti pienā tās sastāda ~20%. Tauku saturs ir nedaudz palielināts, taču sastāvā ir 3-5 reizes lielāks fosfolipīdu saturs. Laktozes saturs savukārt ir pazemināts. Rezultāts būs kļūdains, jo tauku /olbaltumvielu attiecība šādā pienā ir būtiski izmainīta. Tā rezultātā nebūs iespējams iegūt korektu rezultātu un var notikt arī iekārtas membrānas aizsprostošanās ar sīkajām pārslām. Testēšanas process tiks apgrūtināts un būs nepieciešama papildus iekārtas mazgāšana un sagatavošana darbam. Apkopojot visu iepriekš minēto varam apgalvot, ka jaunpienu nevar testēt ar IS analizatoriem pie kalibrējuma, kas veikts ar svaigpienu.
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3.attēls. Grafiskais attēls nosakot SŠS mikroskopiski un instrumentāli paraugiem, kuros mikroskopiski iegūts rezultāts mazāks par 400 tūkst./ml.
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4.attēls. Korelācija starp mikroskopiski un instrumentāli noteiktajām SŠS vērtībām jaunpiena paraugos, kuros mikroskopiski noteiktās vērtības nepārsniedz 400 tūkst./ml.
Pēc 3. grafiskajā attēla ir redzams, ka iegūtās SŠS vērtības nosakot tās mikroskopiski un instrumentāli, kad SŠS ir mazāks par 400 tūkst./ml, būtiski atšķiras. Par to liecina arī korelācijas grafiks (5.atēls), kurā iegūtais korelācijas koeficients liecina, ka sakarība starp šīm abām metodēm ir vidēji cieša. Tas apstiprina arī teorijā pausto viedokli.
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5.attēls. Grafiskais attēls nosakot SŠS mikroskopiski un instrumentāli paraugiem, kuros mikroskopiski iegūts rezultāts lielāks par 400 tūkst./ml.
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6.attēls. Korelācija starp mikroskopiski un instrumentāli noteiktajām SŠS vērtībām jaunpiena paraugos, kuros mikroskopiski noteiktās vērtības pārsniedz 400 tūkst./ml.

Salīdzinot sakarību (5.attēls) starp  mikroskopiski un instrumentāli noteikto SŠS paraugos, kuros iegūtais rezultāts ar mikroskopisko metodi lielāks par 400 tūkst./ml, redzams, ka vērtību sakritība ir palielinājusies, par to liecina arī korelācijas grafiks (6.attēls), kurā iegūtais korelācijas koeficients liecina, ka sakarība starp šīm abām metodēm ir cieša. Taču ir jāņem vērā, ka piens ar ļoti augstu somatisko šūnu skaitu piesārņo IS analizatora parauga uztvērējmehānismu, jo satur lielu daudzumu epitēlijaudu, leikocītu un eritrocītu. Tas apgrūtina piena testēšanu, prasa papildus laiku tās apkopei.

Tika izskaitļota arī vairāku pazīmju savstarpējā korelācija. Latvijas pētnieku publikācijās ir dati, ka palielinoties govs vecumam pieaug arī somatisko šūnu skaits. [10] Šis apgalvojums attiecas uz svaigpienu. Mūsu pētījuma objekts ir jaunpiens un bija interesanti salīdzināt, vai minētais apgalvojums attiecas arī uz to.
                        3.tabula Korelācija starp somatisko šūnu skaitu un govs vecumu.
	Paraugu grupa (paraugu skaits)
	Korelācija
	Vidējā vērtība tūkst./ml
	Minimālā vērtība tūkst./ml
	Maksimālā vērtība tūkst./ml

	
	3.-4. diena
	4.-5. diena
	3.-5. diena
	
	
	

	2 gadi (93)
	0,265
	0,675
	0,416
	132
	17
	403

	3 gadi (36)
	0,573
	0,591
	0,275
	136
	10
	400

	4 gadi (33)
	0,482
	0,262
	0,021
	109
	13
	318

	5 gadi (15)
	0,870
	0,800
	0,427
	152
	4
	385

	6 gadi (9)
	0,667
	0,912
	0,303
	188
	40
	381

	7 gadi (6)*, 8 gadi (3)*, 9 gadi (3)*, 10 gadi (3)* 


                      * Nepietiekoši dati, lai veiktu korelācijas aprēķinu
Izvērtējot datus 3.tabulā arī jaunpiena gadījumā var runāt par to, ka pieaugot govs vecumam, palielinās SŠS, jo  govīm 5 un 6 gadu vecumā pastāv cieša pozitīva sakarība starp SŠS un vecumu.
Otrs apgalvojums, ar ko saskārāmies attiecībā uz svaigpienu bija, ka somatisko šūnu skaits pirmajās laktācijas ir būtiski zemāks, nekā 5. un 6. laktācijā. Izvērtējām arī šo apgalvojumu attiecībā uz jaunpienu. 
4.tabula Korelācija starp somatisko šūnu skaitu un laktāciju.
	Paraugu grupa (paraugu skaits)

 
	Korelācija 

 
	Vidējā vērtība KVV/1ml
	Minimālā vērtība KVV/1ml
	Maksimālā vērtība KVV/1ml

	
	3.-4. diena
	4.-5. diena
	3.-5. diena
	
	
	

	0. laktācija (48)
	0,281
	0,778
	0,603
	120
	17
	403

	1. laktācija (75)
	0,449
	0,408
	0,240
	133
	18
	461

	2. laktācija (45)
	0,369
	0,783
	0,342
	145
	10
	385

	3. laktācija (12)
	0,091
	-0,144
	-0,207
	130
	21
	369

	4. laktācija (15)
	0,600
	0,888
	0,334
	164
	4
	381

	7. laktācija (3)*, 9. laktācija (3)* 


                      * Nepietiekoši dati, lai veiktu korelācijas aprēķinu

Izvērtējot korelāciju starp somatisko šūnu skaitu un laktāciju jaunpiena paraugos, apgalvojums, ka ar katru nākošo laktāciju ieaug SŠS, neapstiprinās. Ciešas pozitīvas sakarības ir novērojamas arī 0., 2. un 4. laktācijās. Aprēķini par korelāciju 7. un 9. laktācijās netika veikti, jo datu apjoms aprēķina veikšanai bija nepietiekošs.
Tika izvērtēta arī korelācija starp KMS un govs vecumu (5.tabula) dati liecina, ka sakarība ir vidēji cieša un cieša. Jaunpiena paraugos KMS pieaug palielinoties govs vecumam.

5.tabula.  Korelācija starp KMS – govs vecumu
	Paraugu grupa (paraugu skaits)
	Korelācija
	Vidējā vērtība KVV/1ml
	Minimālā vērtība KVV/1ml
	Maksimālā vērtība KVV/1ml

	
	3.-4. diena
	4.-5. diena
	3.-5. diena
	
	
	

	2 gadi (69)
	0,685
	0,201
	0,047
	6211
	25
	79000

	3 gadi (42)
	0,469
	0,500
	0,248
	7317
	25
	62000

	4 gadi (42)
	0,660
	0,341
	0,028
	5724
	20
	48000

	5 gadi (15)
	-0,307
	0,817
	0,155
	3803
	30
	14000

	6 gadi (12)
	0,921
	0,481
	0,101
	7425
	35
	51000

	7 gadi( 6)*,8 gadi (3)*,9 gadi (3)*,10 gadi (3)* 


                  * Nepietiekoši dati, lai veiktu korelācijas aprēķinu

                      Izvērtējot sakarību  starp KMS un laktāciju, tikai 0. laktācijas gadījumā var runāt par ciešu korelāciju. Pārējos gadījumos sakarības nav būtiskas, vai arī ir negatīvas. (6.tabula)
 6.tabula.  Korelācija starp KMS – Laktācija

	Paraugu grupa (paraugu skaits)
	Korelācija

 
	Vidējā vērtība KVV/1ml
	Minimālā vērtība KVV/1ml
	Maksimālā vērtība KVV/1ml

	
	3.-4. diena
	4.-5. diena
	3.-5. diena
	
	
	

	0. laktācija (54)
	0,715
	-0,148
	-0,113
	5036
	25
	79000

	1. laktācija (78)
	0,228
	0,180
	-0,007
	6824
	25
	51000

	2. laktācija (39)
	0,219
	0,216
	0,439
	9085
	160
	62000

	4. laktācija (12)
	-0,281
	-0,633
	-0,519
	1300
	30
	7400

	3. laktācija (6)*, 7. laktācija (3)*, 9. laktācija (3)*


                       * Nepietiekoši dati, lai veiktu korelācijas aprēķinu

Secinājumi
1. Pēc pētījuma rezultātiem var ieteikt pielietota jaunpienam svaigpiena mikrobioloģiskos kritērijus kā to nosaka Regula (EK) Nr. 853/2004: 
· Kopējais mikroorganismu skaits (KMS) (KVV/ ml) ≤ 100 000;

· Somatisko šūnu skaits (SŠS) (tūkst./ ml) ≤ 400,
jo pēc datu apstrādes tika iegūts rezultāts, ka 69% no izmeklētā jaunpiena 
vidējais KMS ir 6451± 410 KVV/ml, (ar izkliedi 20 ÷100 000 KVV/ml) un 

71% no izmeklētā jaunpiena vidējais SŠS ir 134± 53 tūkst./ml, (ar izkliedi 4 ÷403 tūkst./ml). 
2. Laktācijas periodā iegūto jaunpienu nevar testēt ar IS analizatoriem pie kalibrējuma, kas veikts ar svaigpienu, rezultāts būs kļūdains, jo tauku /olbaltumvielu attiecība šādā pienā ir būtiski izmainīta. Negatīva loma ir arī termonestabilajām olbaltumvielām, kas pie parauga uzsildīšanas līdz 40oC, var izsaukt olbaltumvielu pārslu veidošanos. Tā rezultātā nebūs iespējams iegūt korektu rezultātu un var notikt arī iekārtas membrānas aizsprostošanās ar sīkajām pārslām. 

3. Pieaugot govs vecumam, palielinās SŠS jaunpienā, jo  govīm 5 un 6 gadu vecumā pastāv cieša pozitīva sakarība starp SŠS un vecumu.

4. Jaunpiena paraugos KMS pieaug palielinoties govs vecumam.

Projekta vadītājs:                                   O.Valciņa 

01.11.2008.
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PIELIKUMI

1. Pielikums 

Pavadraksts

Jaunpiena paraugi no fermas ___________________, adrese_________________________________________________________

	N.p.k.
	Datums
	Laiks
	Nr.    /
	Govs vārds/ Nr.
	Govs vecums
	Laktācija
	Govs veselības stāvoklis
	Piezīmes

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1.
	
	
	
	
	
	
	
	

	2.
	
	
	
	
	
	
	
	

	3.
	
	
	
	
	
	
	
	

	4.
	
	
	
	
	
	
	
	


Paraugus noņēma: ______________/ __________________/      

Datums_____________________

Informācija par pavadraksta aizpildīšanu

Uz vietas jāatzīmē:          

Nr.__/___ parauga reģistrācijas Nr. kuru piešķir rindas kārtībā govij un tas saglabājas visas dienas/ diena pēc laktācijas (piemērs Nr.1/3),

Paskaidrojumi pavaddokumenta aizpildīšanai:

1- Datums, kurā noņemti paraugi;

2- Laiks, cikos noņemti paraugi;

3- Nr. Kuru piešķir rindas kārtībā govij un tas saglabājas visas dienas/ diena pēc laktācijas (piemērs Nr.1/3);

4- Dati, kuri identificē govi;

5- Norādīt gadu, mēnesi;

6- Kura laktācija pēc kārtas;

7- Norādīt, ja govij ir kāda slimība, mastīts;

8- Atzīmēt, ja ir kāda  svarīga informācija.
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