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PROMENA POPULACLIE STAPHYLOCOCCUS AUREUS U
SIROVOM MLEKU

Radoslava Savi¢-Radovanovié
Katedra za higijenu i tehnologiju animalnih proizvoda,
Fakultet veterinarske medicine, Beograd

Pracena je promena populacije § aureus u sirovom mleku. S. aureus je izolovan iz 5
uzoraka jutarnjeg mleka, 5 uzoraka vefemjeg mleka i 2 uzorka mesanog mieka.
Populacija S. aureus u uzorcima jutamjeg mleka kretala se od 2,38 log cfw/ml do 3,31
log cfu/ml. Sa udaljavanjem od muZe broj S. aureus se uveéavao i u uzorcima veternje
muZe se kretao od 3,67 log cfu/ml do 5,89 log cfvml. Populacija S. aureus u me3anom
mleku je bila zastupljena sa 5,69 log cf/ml i u meSanom mleku u momentu podsiravanja
sa 5,78 log cfu/ml. Poreklo S. aureus u mleku je iz mlegne zlezde, jer su bakteriolodkim
pregledom mleka na uzrotnike mastitisa dokazane koagulaza pozitivne stafilokoke u po
dve Cetvrti vimena krava od kojih je dobijano mleko.

Uvod

S. aureus je uslovno patogen mikroorganizam, koji kao ubikvitaran mikroorganizam Zivi
na koZi Coveka i Zivotinja. Ovaj mikroorganizam je tipi¢an mezofil, jer je optimalna
temperatura pri kojoj se razmnozava 37°C, ali moZe da raste pri 3irokom rasponu
temperature 7-48° C (1), pri pH od 4,2-9,3 (optimalan rast pri 7,0-7,5) (2). Sa aspekta
higijene namirnica znacaj §. aureus se ogleda u tome §to ovaj mikroorganizam moZe da
stvara termostabilne enterotoksine, koji mogu da dovedu do alimentarnih intoksikacija
ljudi, ako se konzumira namirnica u kojoj je prisutna dovoljna koli¢ina enteretoksina. Da
bi se stvorila dovoljna kolitina enterotoksina uslov je da stafilokoke budu
enterotoksogene i da su prisume u velikom broju u namirnici (>10° bakterijskih
celija/ml/g) (1). Samo 10% koagulaza pozitivnih stafilokoka bovinog porekla ima
sposobnost da stvara enterotoksine, dok 60-80% humanih izolata stvraju enterotoksine
(3). Kod zdravih ljudi ovaj mikroorganizam moze da se izoluje sa sluzokoZe nosa, gria i
ificiranim ranama i prema podacima 25-50% humane populacije su moguéi nosioci
S. aureus. Najvazniji rezervoar ovog mikroorganizma je ificirana mle&na Zlezda muznih
Zivotinja, a ona se uglavnom ificira sa koZe vimena. Najnovija literatura pokazuje da je
0,2% do 17,6% &etvrti vimena krava inficirano sa S. aureus (3). Sirovo mleko moze da
bude kontaminirano ovim mikroorganizmom direktno iz vimena, ili indirektno u toku
muZe sa ruku muzata, koZe vimena, opreme za muZu i u toku transporta.
Rasprostranjenost stafilokoka po koZi krava muzara i prisutnost w/i oko vimena ima za
posledicu da se pri muZi prakticno ne moZe izbe¢i kontaminacija ovim
mikroorganizmom. Kosti¢ (4) je pregledom mleka pojedinih &etvrti vimena od 1.365



Mastitis 1 kvalitet mleka

krava izolovala S. aureus iz 4,35% &etvrti. Isti autor (4) je pregledom 352 uzoraka
zbimog mieka dokazala S. aureus u 46 (13,06%) uzoraka od kojih je u 82% S. aureus
bio poreklom iz vimena. Sabo i saradnici (5) su u toku kontrole higijenske ispravnosti
mieka pri predaji u sabimoj stanici i stavljanja u promet na pijace od 2.825 uzoraka
sirovog mleka dokazali u 416 (14,72%) uzoraka koagulaza pozitivne stafilokoke. Veliki
broj podataka iz Sirokih eksperimentalnih istraZivanja pokazuje da uzorci sirovog mieka
sadrze manji, ili veéi broj S. aureus. Tako Bijker i saradnici (6), Dack (7), Masson (8),
Santos i saradnici (9) navode da broj S. aureus u sirovom mleku moZe da iznosi preko 4
log cfw/ml. Rezultati istrazivanja Mijaevié (10) pokazuju da kontaminacija uzoraka
zbirnog mieka iz cisterni iznosi 10°-10°/ml. Adesiyun i saradnici (11) navode da se broj
S. aureus u zbirnom mieku sa farmi kretao od 5,9x10* do 1,2x10° cfwml, a u mleku
pomuZenom iz vimena od 2,4x10” do 3 x10* cfu/ml. Gostovi¢ i Prusac (12) su dokazale
koagulaza pozitivne stafilokoke u 80% ispitanih uzoraka zbimog mieka iz cisterni tokom
meseca aprila i 20% uzoraka tokom septembra. Stafilokokni mastitisi, odsustvo higijene
u praksi na farmama, transportnim sredstvima (cisternama), proizvodnim pogonima kao i
izostanak kontinuiranog lanca hladenja mleka narogito tokom letnjih meseci su znalajni
faktori koji doprinose visokoj prevalenci S. aureus u sirovom mleku (13). Budu¢i da
veliki broj podataka iz eksperimentalnih istraZivanja pokazuje da uzorci sirovog mleka
sadrze manji, ili veéi broj S. aureus cilj ovog rada je bio da se ispita promena populacije
S. aureus u uzorcima sirovog mleka u zavisnosti od vremena proteklog od muZe,
temperature ambijenta, uzorka i pH mleka.

Materijal i metode rada

Uzorci mieka: Uzorci mieka su uzimani tokom leta aseptiéno u domacinstvu od dve
krave, koje se dva puta dnevno muzu. Uzorci sirovog mleka od jutamnje muZe uzimani su
najkasnije 45 minuta posle obavljene muZe, a pre medanja sa mickom od vefernje muZe.
Uzorci mleka vedemje muZe su uzimani ujutro, 12 h posle obavljene muze, istovremeno
kada i uzorci jutarnje muze. Mlcko posle vefernje muZe je preko noci hladeno na
temperaturu ambijenta i uvano u za to namenjenoj prostoriji i spajano sa miekom
dobijenim jutarnjom muZom. Uzorci meSanog mleka su uzeti posle spajanja micka
jutarnje i velernje muZe (2 h posle jutamje muZe) i u momentu dodavanja sirila (1 h
posle spajanja jutarnjeg i velernjeg mleka). Svi uzorci su nakon uzorkovanja
rashladivani na temperaturu do 4 °C i u ru¢nom friZideru transportovani do laboratorije
gde je odmah zapo&injana analiza.

Izolovanje S. aureus iz mleka: Izolovanje S. aureus je vrieno zasejavanjem po 0,1 ml
iz decimalnih razblaZenja mleka na povriinu Baird-Parker agara (Torlak). Decimalna
razblaZenja su pravljena od 20 ml mleka i 180 ml sterilnog fizioloSkog rastvora. Baird-
Parker podloga je inkubisana 24-48 h pri 37°C. Karakteristitne kolonije su
identifikovane na osnovu morfolo3kih osobina i koagulaza testa.

Bakteriolo¥ki pregled mleka na uzro¥nike mastitisa: Vrien je zasejavanjem micka na
krvni agar (5% krvi), koji je inkubisan 24-48 h pri 37° C. Kolonije su identifikovane na
osnovu morfolo3kih osobina, katalaza testa, hemolize i koagulaza testa.

pH vrednost: Merenje pH vrednosti je vrieno pomocu digitalnog pH-metra (Iskra-
Kranj, MA 5735).
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Rezultati i diskusija

Rezultati promene populacije S. aureus u mieku jutarmje muze u zavisnosti od vremena

uzorkovanja, temperature ambijenta i pH prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Promena populacije S. aureus u mleku jutarnje muze

Ozl;ak Z;::::(ok: Temperatura | Temperatura | 8. aureus H
wzorka | muge (min) | *MPienta CC) | micka ('C) | (log cfu/ml) P
1 30 12 34 2,38 6,58
2 40 149 34 2,90 6,64
3 35 15,5 36 3,31 6,60
4 45 21 36 3.21 6,56
5 5 25 36,5 3,23 6,53

Iz prikazanih rezultata se moZe zapaziti da se temperatura ambijenta, u vreme jutarnje
muZe kretala od 12° C do 25° C, a temperatura u’oraka od 34° C do 36,5° C. Populacija
S. aureus se kretala od 2,38 log cf/ml do 3,31 log cfu/ml, a pH vrednost od 6,53 do
6,64. Najveci broj S. aureus 3,31 log cfu/ml bio je u uzorku 3, kada je uzorak uzet 35
minuta posle muZe i pri temperaturi ambijenta od 15,5° C, Najmanji broj S. aureus je
zabeleZen u uzorku 1 (2,38 log cfu/ml), koji je uzet 30 minuta posie muZe pri najnize
zabelezenoj temperaturi ambijenta od 12° C,

Rezultati promene populacije S. awreus u mieku velernje muZe u zavisnosti od
temperature ambijenta i pH prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Promena populacije S. aureus u mleku veéernje muze

Oznaka Temperatura Temperatura S. aureus

uzorka | ambijenta("C) | mleka (°C) (log cfu/ml) PR
1 2 13 3,67 6,58
2 15,5 18,5 581 6,64
3 18 3 5.15 6,60
3 21 8 .84 6.56
5 35 20 5,89 6.53

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 2 se zapaZa da se temperatura ambijenta,
prostorije u kojoj je ¢uvano mleko posle vedernje muZe, kretala od 12°C do 25°C. Pri
ovim uslovima temperature ambijenta, iako je mleko cuvano preko noci, temperatura
uzoraka mleka je bila visoka i kretala se od 13 °C do 22 °C. Populacija S aurexs u mieku
vedemje muZe se kretala od 3,67 log cfw'ml do 5,89 log cfw/ml. Najveéi broj S. aureus je
bio u uzorku 35, koji je uzorkovan pri najviSoj temperaturi ambijenta od 25°C,
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temperaturi uzorka od 20° C i pH vrednosti 6,58. Najmanji broj S. aureus je zabeleZen u
wzorku broj 1, koji je uzet iz ambijenta sa najnize zabeleZenom temperaturom od 12° C.

Rezultati odredivanja broja S. aureus u me$anom mleku tokom proizvodnje belog sira
prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Promena populacije S. aureus u meSanom mleku tokom
proizvodnje belog sira

Vrsta Temperatura Temperatura S. aureus* H*
uzorka ambijenta °C) | mleka (°C) | (logcfu/mp) | P
mieko
(jutarnje+veternje) 21,5 25 5,69 6,80
mleko
(podsiravanje) 22 25 5,78 6,69

* rezultati su srednja vrednost tri merenja

1z podataka prikazanih u tabeli 3 se vidi da je populacija S. aureus bila prisutna i u
uzorcima medanog mleka, koje je koriséeno za proizvodnju belog sira. Temperatura
ambijenta (22° C) i uzoraka (25° C) je bila visoka i pri toj temperaturi su postojali uslovi
za umnoZavanje populacije S. aureus. Dobijeni rezultati se slaZu sa nalazima nekih
autora (6 , 7, 8, 9), dok se razlikuju od rezultata, koje su dobili Mijacevi¢ (10) 1
Stojanovi¢ (14).

Populacija S. aureus je bila manja u uzorcima mleka jutarnje muZe¢ u odnosu na
vrednosti zabeleZzene u mleku veternje muZe i meSanog mieka. Ovi rezultati se mogu
objasniti time da su uzorci od jutarnje muZe uzeti u okviru baktericidne faze mleka pri
gemu je populacija ovog mikrorganizma bila najmanja u uzorku uzorkovanom pri
najniZoj zabelezenoj temperaturi ambijenta (12° C). Sa udaljavanjem od muZe populacija
S. aureus se uvecavala, jer su uslovi (temperatura, pH, hranljive materije) pogodovali
umnozavanju. Temperatura ambijenta i uzoraka je uticala na umnoZavanje populacije
S aureus u uzorcima mleka veternje muZe. Pri niZoj temperaturi ambijenta mleko je
brze rashladivano, tako da je usporen proces umnozavanja populacije S. aureus, pa je |
najmanji broj ovog mikroorganizma (3,67 log cfu/ml) zabelezen u uzorku sa najnizom
temperaturom ambijenta (12° C). Uticaj pH na populaciju S. aureus u mieku nije bio
znatajan, jer nije doflo do njegovog sniZavanja do vrednosti, koja bi delovala
inhibitorno. Medutim, iako je do3lo do uveéanja populacije S. aureus u sirovom mleku
pri ovim vrednostima pH i temperature nisu postojali uslovi za stvaranje enterotoksina.

S obzirom da su bakteriolodkim pregledom mieka na uzrolnike mastitisa dokazane
koagulaza pozitivne stafilokoke u po dve Zetvrti vimena krava od kojih je dobijano
mleko poreklo S. aureus u sirovom mleku je iz mlegne Zlezde. Ovome govori u prilog i B
hemoliza na krvnom agaru, koju preteZno daju izolati poreklom od Zivotinja.

Zakljuéak

S. aureus je dokazan u svih 12 ispitanih uzoraka sirovog mleka. S. aureus se umnoZavao
tokom Euvanja mleka. Populacija S. aureus se uvecala od 2,38 log cfu/ml-3,31 log
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cfu/ml u uzorcima jutarnje muze do 3,67 log cfwmi-5,89 log cfu/ml mleka vedernje
muze. Populacija S. aureus u medanom mleku je bila zastupljena sa 5,69 log cfu/ml i u
mesanom mleku u momentu podsiravanja sa 5,78 log cfw/ml.

Na promenu populacij¢ S. aureus u sirovom mleku je uticalo vreme uzorkovanja,
temperatura ambijenta i uzoraka. Najmanji broj §. awreus je bio u uzorcima mleka
jutamje muzZe uzetim u okviru baktericidne faze i to u uzorku uzetom pri najnizoj a
temperaturi ambijenta (12° C). Najvedi broj S. aureus je bio zabeleZen u uzorku mieka
vedemje muZe uzetom pri najvisoj temperaturi ambijenta (25° C) i visokoj temperaturi
uzorka (20° C). Populacija ovog mikroorganizma se nije smanjila u uzorcima mesanog
mieka, jer su temperatura ambijenta i uzoraka bile visoke (iznad 20° C). Na smanjenje
populacije S. aureus bi se moglo uticati redovnom kontrolom zdravstvenog stanja
muznih Zivotinja, higijenom tokom muze i adekvamim postupkom sa mlekom posle
muZe u smislu dodatnog rashladivanja na temperaturu ispod 8° C.
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