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I Z V J E Š ĆE

Miroslav Benić, dipl. veterinar, rođen je 26. srpnja 1967. u Davoru.  Na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu diplomirao je 1994. s prosječnom ocjenom 3.76. Zaposlen je kao znanstveni novak u Hrvatskom veterinarskom institutu u Zagrebu. Znanstveni poslijediplomski studij smjera "Mikrobiologija i epizootiologija" upisao je u Zavodu za mikrobiologiju i zarazne bolesti domaćih životinja  ak. god. 1996/97. Dosad je objavio 3 stručna rada.

U  sklopu izrade magistarskog rada pristupnik predlaže istraživanja bakteriološke kakvoće kozjeg i ovčjeg mlijeka, mikrobiološkim i serološkim pretragama skupnih uzorka uzetim na pojedinim otkupnim mjestima u Hrvatskoj. Posebnu pozornost pristupnik će pridati  utvrđivanju kontaminacije bakterijama koje uzrokuju intoksikacije hranom. Uz bakterije iz te skupine kojima se redovito pridaje važnost, pristupnik će posebno nastojati dokazati ili isključiti kontaminacije listerijama, salmonelama i enterohemoragičnim serovarom bakterije Escherichia coli O157:H7. Te su bakterije u nekim zemljama ustanovljene u značajnom broju uzoraka sirovog mlijeka malih preživača, a u suvremenoj higijeni mlijeka pridaje im se osobita važnost s obzirom na patogenost za ljude. U Hrvatskoj do sada nisu provedena sustavna istraživanja bakterijske kontaminacije skupnih uzoraka kozjeg i ovčjeg mlijeka na otkupnim mjestima, a o nalazima listerija, salmonela i E. coli O157:H7 u mlijeku tih životinja nema podataka. Dodatna vrijednost predloženih istraživanja je u uporabi suvremenih seroloških testova (imunoenzimnih testova) i  usporedbi njihove pouzdanosti s obzirom na klasične mikrobiološke postupke. 

Na osnovi iznijetog držimo da su predložena istraživanja utemeljena u znanstvenom smislu, a istodobno imaju praktično značenje. Stoga predlažemo naslovu da Miroslavu Beniću, dipl. vet., odobri izradu magistarskog rada pod naslovom: "NALAZI BAKTERIJA U SKUPNIM UZORCIMA MLIJEKA KOZA I OVACA PODRIJETLOM IZ OBITELJSKIH GOSPODARSTAVA", a za mentore izabere prof. dr. sc. Tomu Naglića i Dr. sc. Stjepana Topolka, znanstvenog savjetnika u Hrvatskom veterinarskom institutu u Zagrebu. 
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I. UVOD

Mlijeko je visokovrijedna namirnica životinjskog podrijetla koja sadržava gotovo sve hranjive tvari  potrebne  za  život.  Pojedini  autori  ističu ljekovita  svojstva  mlijeka,  naročito  kozjeg.  Kao  namirnica  kompleksnog  kemijskog  sastava,  mlijeko  predstavlja  vrlo  dobru  hranjivu podlogu  za  veliki  broj  bakterija i drugih mikroorganizama koji  mogu uzrokovati  upalu  mliječne  žlijezde i infekcije ili trovanja ljudi, te kvarenje mlijeka i mliječnih proizvoda.  Ti mikroorganizmi mogu dospijeti u mlijeko već u samoj mliječnoj žlijezdi ili se njima mlijeko onečisti u tijeku mužnje i transporta.

Pod  pojmom  higijenske  kakvoće  mlijeka  podrazumijeva  se  sadržaj  somatskih  stanica  i  ukupnog  broja  bakterija  u  1  mL  mlijeka,  te  nazočnost  patogenih  bakterija  (koagulaza-pozitivnih  stafilokoka, salmonela,  proteusa i  sulfitoreducirajućih  klostridija  u  mlijeku.  U  posljednjih  desetak  godina  posebno  se  ističe  važnost  provjere prisutnosti bakterijskih vrsta u  mlijeku  povezanih  s  trovanjima  hranom.  To  se  prije  svega  odnosi  na  pripadnike  rodova  Salmonella,  Clostridium,  Bacillus,  Shigella,  Campylobacter, Yersinia,  Staphylococcus,  Listeria.  A  u  tu se  skupinu  može  ubrojiti  i  enterohemoragični  serovar  E. coli  O157:H7. 

U  većini  europskih  zemalja  ukupni  broj  bakterija  u 1  mL  mlijeka  jedan  je  od  pokazatelja njegove kakvoće,  važan  pri  određivanju  cijene.  Na  temelju  broja  bakterija,  mlijeko  se  prema  kakvoći  razvrstava  u  razrede.  U  posljednje  se  vrijeme  i  u  našoj  zemlji  ulažu  napori  da  se  donese  Pravilnik  kojim  bi  se  pri  formiranju  otkupne  cijene  sirovog  mlijeka  uzeli  u  obzir  kemijski  (mliječna  mast,  bjelančevine,  suha  tvar)  i  higijenski  pokazatelji  (broj  somatskih  stanica  i  ukupni  broj  bakterija).  Prema  dosadašnjem  Pravilniku  higijenski  je  bilo  prihvatljivo  sirovo  mlijeko  koje  je  sadržavalo  najviše  3 x 106  bakterija  u  1  mL.  Treba  istaći  da  su  pravilnici  europskih  zemalja u tom smislu daleko  stroži.  Prema  normativima  Europske  unije,  higijenski  prihvatljivim  smatra  se  mlijeko  koje  sadrži  najviše  100.000  bakterija  u  1  mL.

Iako  veliki  broj  bakterija  ne  znači i da  su  one  patogene,  kao  što  ni  mali  broj  bakterija  ne  znači  da  ne mogu djelovati štetno,  općenito  je  prihvaćeno  mišljenje  da  mlijeko  s  velikim  brojem  bakterija  potječe  iz  oboljelog  vimena,  ili  da  u  tijeku  mužnje  i  rukovanja  nisu  poštivana  pravila  higijene  i  da  mlijeko  nije  bilo  rashlađeno.  U  smislu  javnog  zdravstva  smatra  se  da  veliki  broj  bakterija  predstavlja  veću  opasnost za ljude.  Ova  postavka  još  više  dobiva  na  važnosti  uzme  li  se  u  obzir  da  dio  pučanstva  uživa  sirovu  hranu,  uključujući  i  mlijeko.  Pored  toga,  neke se vrste  sireva  proizvode od  sirovog  mlijeka  bez  prethodne  pasterizacije.  Higijenska  kakvoća  gotovog  proizvoda,  pored  niza  drugih  čimbenika,  izravno  ovisi  o  kakvoći  upotrijebljene  sirovine  (Cosentino  i  Palmas,  1997).  Prema  podacima  iz  strane  literature,  sirovo  mlijeko  i  prozvodi  od  sirovog  mlijeka  česti  su  izvor  infekcija  i  bolesti  u  ljudi.

U  ovom  radu  posebnu  pozornost  pridali  smo nazočnosti  bakterija u  pretraživanim  uzorcima  mlijeka, koje uzrokuju  infekcije  i  intoksikacije  hranom,  poglavito  listerija,  salmonela  i  serovara  E. coli  O157:H7.  

II.  SVRHA  RADA

Svrha je ovog  rada bila da  se  objektivnim  mikrobiološkim  postupcima  odredi bakteriološka  kakvoća sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  iz  obiteljskih  gospodarstava.  Pored  toga,  cilj je našeg  istraživanja  bio da  ustanovimo prikladnost suvremenih  komercijalno  dostupnih  imunoenzimnih  testova  za utvrđivanje prisutnosti  bakterija  iz  rodova  Listeria  i  Salmonella  te  vrste  E. coli  serovar  O157:H7  u  kozjem  i  ovčjem  mlijeku i opravdanost njihove uporabe u  određivanju  mikrobiološke  kakvoće  tih  namirnica.

   II.  PREGLED  LITERATURE

II. 1. Opći  podaci  o  higijenskoj  kakvoći  sirovog  mlijeka

Proizvodnja  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  zauzima  treće,  odnosno  četvrto  mjesto  u  sveukupnoj  svjetskoj  proizvodnji  mlijeka.  Dok  o  kakvoći  i  higijenskim osobinama kravljeg  mlijeka  postoje  strogi  pravilnici,  standardi  za  kozje  i  ovčje  mlijeko  puno  su  blaži.  Poteškoće u osiguranju  higijenske  kakvoće  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  proizlaze  iz  specifičnosti  njihove proizvodnje,  koja je razmjerno mala  po  životinji. Dijelom su posljedica načina  ručne ili strojne mužnje, zoohigijenskih  uvjeta  držanja  tih  životinja  i  nepovoljnih  klimatskih  uvjete  držanja (Klinger  i  Rosenthal,  1997).

Svježe  kozje  mlijeko  koristi  se  u  prehrani  djece  i  osoba  alergičnih  na  kravlje  mlijeko.  Pored  toga,  upotrebljava  se  i  za  proizvodnju  sireva.  Visok  postotak  mliječne  masti  i  svojstven  okus  ovčjeg  sira  čine  ga  vrlo  traženim  proizvodom na  tržištu.
Kakvoću  mlijeka  određuju  sastav  i  higijensko  stanje.  Zahtjevi  za  kakvoćom  sirovog  mlijeka  su  dvojaki,  i  odnose  se  na  zaštitu  zdravlja  ljudi  koji  koriste  mlijeko  i  na  optimalna  prehrambena  svojstva  tog  mlijeka  (Heeschen, 1998).  Mlijeko  visoke  kakvoće  odlikuje  se  sljedećim  svojstvima:

1. sadrži  mali  broj  saprofitskih  mikroorganizama

2. ne  sadrži  patogene  mikroorganizme, uključujući uzročnike  mastitisa

3. ne  sadrži  ostatke  štetnih  tvari , ili  ih  sadržava  ispod  maksimalno dopuštene  granice  (prema engl. maximum  residue  limit – MRL)

4. Važan  pokazatelj  zdravlja  vimena  i  higijenske  kakvoće  mlijeka  je  sadržaj somatskih  stanica.  Kao  gornju  granicu  broja  somatskih  stanica  za  kravlje  mlijeko Europska  unija  prihvatila  je vrijednost  od  400.000/mL  (Heeschen, 1998).  Međutim,  o  dopuštenom broju  somatskih  stanica u  kozjem  mlijeku  još uvijek se u  znanstvenim i stručnim  krugovima raspravlja. Većina  autora  smatra  da  se  broj  somatskih  stanica  u  mlijeku  zdravih  koza  kreće  u  rasponu  od  360.000  pa  do  više od  1   milijun  u  mililitri  mlijeka  (Poutrell  i  Lerondelle, 1983.; Wilson  i  sur. 1995).  Apokrini  tip  sekrecije  mlijeka  u  mliječnoj  žlijezdi  koze  odgovoran  je  za  povećani  broj  somatskih stanica,  jer  se  pri  ovom  načinu sekrecije  u  mlijeko  izlučuju  i  citoplazmatske  čestice  (Dulin  i  sur., 1983;  Park  i  Humphrey,  1986.).  Antunac  i  sur.  (1997)  drže da  bi  kao  gornju  granicu  broja  somatskih  stanica  u  kozjem  mlijeku  trebalo  uzeti vrijednost  od 1 x 106/mL.

Ubikvitarna bakterijska flora  mlijeka  može  se  podijeliti  u  nekoliko podskupina (Heeschen, 1998),  s  obzirom  na  kemijske  sastojke koje  razgrađuje:

1. glikolitičke  bakterije  (npr.streptokoki  i  laktobacili)

2. proteolitičke  bakterije  (Pseudomonas,  Enterobacteriaceae,  aerobne  sporotvorne  bakterije)

3. Lipolitične bakterije (Pseudomonas,  mikrokoki,  Corynebacterium)  

Nazočnost  većeg  broja  ubikvitarnih bakterija  u  sirovom  mlijeku  može  promijeniti  kemijski sastav  mlijeka,  a  utječe  i  na  kakvoću  proizvoda.  Bakterijski  enzimi  otporni  na  toplinu  nastavljaju  djelovati  i  u  gotovom  proizvodu,  poglavito  ako je  duže  uskladišten,  te  pogoršavaju  trajnost  proizvoda,  osobito  vrhnja  i  pasteriziranog  mlijeka (Heeschen, 1998).

Pod pojmom patogene bakterije podrazumijevaju se posvuda rasprostranjene  vrste,  tzv. “klasične”  patogene  bakterije  (Heeschen,  1998),  te  vrste koje  se  rjeđe  pojavljuju  u  sirovom  mlijeku,  a  mogu  uzrokovati bolest  u  ljudi.  To  se  prije  svega  odnosi  na  pripadnike  rodova  Salmonella,  Clostridium,  Bacillus,  Shigella,  Campylobacter, Yersinia,  Staphylococcus,  Listeria,  te  vrstu  E. coli  serovar  O 157:H 7. 

Prema  podacima  iz  strane  literature,  sirovo  mlijeko  i  proizvodi od  sirovoga  mlijeka  razmjerno su često izvorom  infekcije  ili  intoksikacije  ljudi. Za pojavu  bolesti  u  ljudi većinom je odgovorna neprikladna temperatura  pasterizacije,  dodavanje  sirovoga  mlijeka  u  tehnološkom  procesu,  ili zagađenje  mlijeka patogenim mikroorganizmima u tijeku uskladištenja  (Klinger  i  Rosenthal, 1997).

II.2.  Opći podaci o bakterijama roda  Listeria
Rod  Listeria  obuhvaća  sedam  bakterijskih vrsta, to su vrste  L. monocytogenes,  L. innocua,  L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. grayi  i  L. murrayi.  Posljednje  dvije  vrste  ne  smatraju  se  patogenim  za  čovjeka.  U zdravstvenom smislu najvažnijom  vrstom  smatra  se  L. monocytogenes.  Prvi put  je  izdvojena  1926.  godine.  Do  sada  je  ustanovljena  u riba,  na bilju,  u pitkoj,  riječnoj i otpadnoj  vodi,  divljim  životinjama,  kukcima,  hrani  i  okolišu  u  kojem  se  hrana proizvodi.  L. monocytogenes  je  bakterija oblika  kratkih  štapića,  sa  zaokruženim   krajevima.  Bakterijske stanice pokatkad su blago savijene. Pojavljuju  se  pojedinačno, u kraćim nizovima, palisadama ili u obliku slova V i Y. Pkatkad  se u razmascima tkiva nalazi u kokoidnom obliku.  Promjer  bakterijskih  stanica  iznosi  0,4-0,5  µm,  a  dužina  0,5-2,0  µm.  Postupkom prema Gramu oboji se gram-pozitivno. 

L. monocytogenes  je  gibljiva,  s  peritrihim  bičevima,  ukoliko  raste  pri  temperaturi  20-25 ºC  (Anon., 1994).  Pri  višoj temperaturi  rasta,  gibljivost  je  slabije izražena.  

Pripadnici roda  Listeria ističu se otpornošću prema niskoj i visokoj temperaturi; mogu se razmnožavati u rasponu temperature 1-45 0C. (Anon., 1996).  Pored  toga,  L. monocytogenes  može  preživjeti  proces  proizvodnje  i  zrenja  sireva  proizvedenih  od sirovog  mlijeka,  što  je  potvrđeno u brojnim pokusima (Bachmann  i  Spahr,  1995).

Tablica 4.  Fiziološke osobine vrsta iz roda Listeria (            )

Vrsta
Βeta-hemo-liza
CAMP* test

S.aureus     R.equi
                 Tvorba  kiseline  iz
Redukcija nitrata




1
2
3
4
5


L.monocytogenes
  +
  +
-
+
+
+
-
-
-

L. innocua
  -
  -
-
+
+
V
-
-
-

L.ivanovii
 ++
  -
+
+
-
-
+
-
-

L.seeligeri
(+)
(+)
-
+
V
-
+
-
-

L.welshimeri
  -
  -
-
+
+
V
+
-
-

L. grayi
  -
  -
-
+
NT
-
-
+
-

L.murrayi
  -
  -
-
+
NT
V
-
+
+

* CAMP-test proveden s vrstama  S. aureus i Rhodococcus equi; 1-glukoza;  2-α-metil D-manozid;  3-ramnoza;  4-ksiloza;  5-manitol;  V- različiti sojevi različito reagiraju;  NT- nije testirano

II.2.1.  Listerioza  u  životinja

Bolest  listerioza se  u  životinja  javlja se  u  više  oblika:

- kao primarna infekcija maternice s posljedičnim  pobačajem,  porodom mrtvog mladunčeta, ili naknadnim uginućem mladunčeta.  Ovaj  oblik  javlja  se  u  ovaca  i  krava.

- kao  septikemija,  koja se najčešće može ustanoviti u janjadi  i  teladi;

- kao  listerijski encefalitis. Taj se oblik najčešće javlja u preživača (ovaca, koza i goveda

- kao  mastitis  krava,  oblik listerioze koji se rijetko javlja, iako su listerije proširene u okolišu tih životinja (Pearson  i  Marth,  1990).

II.2.2.  Listerioza  u  ljudi

Premda su ljudi većinom vrlo izloženi  infekciji  listerijama,  posebice pri uživanju sirove  hrane,  razmjerno rijetko obole. Međutim,  u  rizičnoj  skupini  letalitet  može  iznositi  20-30 %. Oboljevanju  su  najpodložnije  osobe oslabljene  imunosti,  trudnice  i  osobe  iznad  65  godina  starosti.  Među bakterijskim meningitisa u  novorođenčadi listerioza se po  učestalosti nalazi na  trećem  mjestu  (Anon. 1996).  Sirovo  mlijeko  i  sirevi  najčešći su  izvori  zaraze  za  čovjeka  (Anon., 1996).  Najizraženiji  klinički  znaci  listerioze u ljudi  su  groznica  i  povišena  tjelesna  temperatura, koji se javljaju 24-48  sati  nakon  infekcije  (Anon., 1996). Gray  i  Killinger  (1966)  te  Schwarzkopf  (1996)  opisali su čitav  niz  patoloških stanja povezanih s infekcijom vrstom L. monocytogenes:  meningoencefalitis,  septikemiju,  prerano  rođenje u djece,  septikemiju  pri  pobačajima  trudnica,  infekciozni  sindrom,  septikemiju odraslih, upalu  pluća, endokarditis, lokalizirane  apscese,  rane  na  koži,  konjuktivitis,  pobačaj,  mentalnu  zaostalost  i  psihotične promjene u  odraslih. 

O  pojavi  listerioze  u  ljudi  povezane  s  uživanjem  mlijeka  i  mliječnih  proizvoda  napisana  su  brojna  izvješća.  Tako  Allerberger  i  Guggenbichler  (1989)  izvješćuju  o  pojavi  listerioze  povezane  s uživanjem  sirovog  mlijeka  u  Austriji.  Fleming  i  sur.  (1985)  opisali su pojavu  listerioze  u  državi  američkoj državi Massachusetts,  u tijek  koje  je oboljelo  49  osoba.  Izvor  zaraze  bilo  je  pasterizirano  mlijeko.  Hayes  i  sur.  (1986)  su  tijekom  jedne  epidemije  listerioze  ustanovili  da 15% uzoraka sirovog mlijeka sadržava  bakteriju  L.  monocytogenes.
IV.2.3.  Načini  onečišćenja  mlijeka  listerijama

Mlijeko  se  može  zagaditi  listerijama  na  više  načina:

- iz  bolesnog  vimena.  Ovo  je  dosta  rijetka  pojava.  Prema  podacima  Jensena  i  sur.  (1996)  u tijeku  23-godišnjeg  istraživanja,  mastitis  krava  uzrokovan  bakterijom  L.  monocytogenes  dokazan  je  u  0,1-0,01 %,  prosječno  u 0,04%  krava.

- krmivima  zagađenim  listerijama.  To  se  poglavito  odnosi  na  loše                     pripremljenu  silažu  (Gray, 1960;  Sanaa i sur. 1993).

- zagađenim  priborom  za  mužnju;

- izmetom  životinja.

Nameće  se  zaključak  da  je  zaražavanje  sirovog  mlijeka  listerijama  najčešće  posljedica  zagađenja  iz  okoliša  životinje,  a  puno  rjeđe potječe iz  bolesnog  vimena.  U  prilog  toj  tvrdnji  mogu  poslužiti  i  rezultati  istraživanja  koje  su proveli  Takai  i  sur.  (1990),  Husu  (1990),  te  Husu  i  sur. (1990).  Ti  su  autori  ustanovili  listerije  u  silaži,  sijenu,  koncentratu, stelji,  izmetinama,  prašini  i  tlu  na  farmama.  Husu  i  sur.  (1990)  su  listerije  izdvojili  iz  obrisaka  uzetih s  površine vimena  prije  pranja  i  sušenja. Nakon  čišćenja  vimena  obrisci  su  bili  negativni.  Na  temelju  toga  autori  zaključuju  da  higijena  u  staji  i  izmuzištu  smanjuje  rizik  zagađenja  sirovog  mlijeka  listerijama.

II.3.  Opći podaci  o  bakteriji  E. coli,  serovar  O157:H7

Ešerihije su bakterije  oblika  ravnih  štapića, veličine  1,1-1-5 x 2,0-6,0  μm.  Pojavljuju  se  pojedinačno  ili  u  parovima.  Gibljive  su pomoću  peritrihih  flagela, a pojedini sojevi nisu gibljivi.  Fakultativni  su  anaerobi. Proizvode katalazu,  a  ne  tvore oksidazu  (Anon. 1994)

Bakterija  E. coli  redoviti  je  pripadnik  crijevne  mikroflore  ljudi i  većine  toplokrvnih  životinja. Pojedini  serovarovi  te bakterije uzrokuju  gastrointesinalne tegobe,  a  infekcije  tim  serovarima  povezane  su  sa  uzimanjem  zagađene  hrane.  S  obzirom  na  virulenciju,  interakcije  s  crijevnom  sluznicom,  kliničke  simptome,  epidemiologiju  te  posjedovanje  somatskog  (O)  i  fimbrijskog  (H)  antigena,  patogeni  se  sojevi  svrstavaju  u  enteropatogene,  enteroinvazivne,  enterotoksigene  i  enterohemoragične  sojeve.  Enterohemoragični  sojevi  (skrać.  EHEC)  stvaraju  jednu  ili  više  vrsta  verotoksina  (skrać.  VTEC).  Najvažniji  enterohemoragični  serovarovi  pripadaju serološkim skupinama  O26,  O91,  O111,  O113  i  O157  (Bettelheim, 1997). Među njima po patogenosti za ljude ističe se serovar  O157:H7,  a prema pojedinim autorima slične promjene može uzrokovati i negibljiva varijanta tog serovara O157:H-.  Rezervoari  tih sojeva su  najvjerojatnije  muzna  goveda,  posebno  mlade  životinje  (Doyle, 1990,  Montenegro, 1990).  Sposobnost  VTEC  sojeva  da  in  vitro  invadiraju  epitelne  stanice  vimena  mogla  bi  biti  važna  u  patogenezi  i  ukazuje  na  mogući  izvor onečišćenja sirovog  mlijeka tim sojevima (Matthews  i  sur.  1997).

II.3.1.  Bolest  u  ljudi  uzrokovana  serovarom  O157:H7  

Infekcija  serovarom  O157:H7  klinički  se  u ljudi  očituje  hemoragičnim  kolitisom,  hemolitično  uremičnim  sindromom  i  znacima trombotične  trombocitopenične  purpure.  Izvor  infekcije  ljudi  najčešće  je  goveđe meso,  a  nešto  rjeđe  sirovo  kravlje mlijeko.

Bolest  uzrokovana  serovarom  O157  zabilježena  je  u  više  zemalja,  u  Argentini,  Australiji,  Škotskoj,  Kanadi,  Sjedinjenim Američkim  Državama,  itd.  Najmasovnija  pojava  bolesti  dogodila  se  u  Japanu  1996.,  kada je  obolilo  približno  9. 000  ljudi.  

II.4.  Bakterije  roda  Salmonella  u  sirovom  mlijeku

II.4.1.  Opći podaci  o  salmonelama

Salmonele  su  svrstane  u  porodicu  Enterobacteriaceae  koja  obuhvaća  tridesetak  rodova, s više od 115 vrsta i podvrsta.  Pripadnici te  porodice  su  gram-negativne  bakterije,  srednje  veličine  (0,4-0,6 x 2-3  µm).  Gibljive  vrste  posjeduju  peritrihe  flagele.  Fermentiraju  glukozu,  stvaraju  katalazu,  ali  ne  i  oksidazu.  Sposobne  su  reducirati  nitrate  u  nitrite  i  rasti  na  običnom  hranjivom  agaru  (Anon. 1994).

Rod  Salmonella  obuhvaća  više od 2500  različitih  serovarova  koji  se  međusobno  razlikuju  na  temelju  somatskih  (O),  flagelnih  (H),  a  pojeidne i  kapsularnog  (Vi)  antigena.  U  novije  vrijeme  salmonele  su  podijeljene  u  7  podskupina  označenih  rimskim  brojevima  (to  su  skupine: I, II,  IIIa,  IIIb,  IV, V  i  VI).  

Probavni  trakt  toplokrvnih  i  hladnokrvnih  životinja  je  rezervoar  salmonela.  Većina  inficiranih  životinja  postaju  supklinički  izlučivači  salmonela.  Salmonele  su  otporne na nepovoljne uvjete i dugo  prežive u  okolišu.  Tako  na  primjer  u  vlažnoj  zemlji,  vodi,  izmetinama  životinja  te  u  stočnoj  hrani,  posebice  u  krvnom,  koštanom i  ribljem  brašnu,  prežive  9  mjeseci.  

Pri enteričnom  obliku  bolesti  salmonele  naseljavaju  stražnji  dio  tankog  crijeva  ili  kolon  domaćina.  Mikroflora  crijeva  zdrave  životinje  stvara organske  kiseline  koje  sprječavaju  rast salmonela.  Poremećaji  mikroflore  probavnog  sustava  koji, primjerice,  nastaju pri   antibiotsko  terapiji,  oskudici  hrane  ili  vode,  povećavaju  primljivost  prema infekciji tim bakterijama. Pored  toga,  usporena  peristaltika  zbog  stresa  u transportu,  ili  prenatrpanost nastambe također pogoduju  naseljavanju  probavnog  trakta  salmonelama.  

Sojevi  koji  uzrokuju  septikemiju  u  organizmu  sposobni  su  izbjeći  obranu  domaćina tako što se razmnožavaju u jetrenim i slezenskim makrofagima, te  u  krvnim  žilama.  Razmnožavanje salmonela  u  tijelu  domaćina  dovodi  do  teške  endotoksemije.  Čini  se  da  su  pojedini  sojevi  patogeniji  od  drugih.  Izrazito  patogeni  sojevi često se javljaju  unutar  serovarova  S. typhi,  S. dublin  i  S. typhimurium  (Quinn  i  sur. 1994).

II.4.2.  Salmoneloza  u  životinja

Salmoneloza  u  životinja  može  se  klinički  očitovati  u  više  oblika.  Tako se  u  goveda  oboljelih od salmoneloze nalazi enteritis,  septikemija, meningitis (u teladi),  pobačaj,  osteomijelitis,  bolest  zglobova,  suha  gangrena  vrška ušiju, repa i udova (telad);  a  u  ovaca:  enteritis,  septikemija  i  pobačaj  (Quinn  i  sur.  1994).

II.4.3.  Salmoneloza  u  ljudi

U  ljudi  salmonele uzrokuju tri tipa probavnih bolesti: gastroenteritis, crijevnu groznicu i sindrom sepse. Među najčešće uzročnike gastroenteritisa spominju se S. enteritidis i S. typhimurium. S.  typhi, uzročnik trbušnog tifusa, predstavnik je skupine uzročnika crijevnih groznica. Sindrom sepse najrjeđi je oblik salmoneloze, a najšešće ga uzrokuje S. choleraesuis (Quinn  i  sur.  1994; Kalenić i sur., 1995).

Prema  istraživanjima  provedenim  u  Kaliforniji  (Richwald  i  sur. 1988)  smatra  se  da  korištenje  sirovog  mlijeka  u  prehrani  predstavlja  rizik  obolijevanja  od  salmoneloze.  

V.  REZULTATI

V.1.  Higijenska  kakvoća  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

V.1.1.  Ukupni  broj  bakterija  u  pretraženim  uzorcima  sirovog mlijeka

Tablica 5.  Razdioba  uzoraka  na  temelju  UBB/ml

UBB*/ml
< 50 000
50 001-100 000
100 001-1000 000
1-3 x 106
3-10 x 106
› 10 x 106

broj uzoraka
7
3
16
16
18
60
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Graikon 1. Razdioba domaćinstava prema UBB/ml

* ukupni  broj  bakterija


Legenda: 1-do 50 000/ml;  2-50 001-100 000;  3-100 001-1x106;  4-1-3 x 106;  5-  3-10 x 106;  6- ›10 x 106

Tablica 6.   Prikaz  higijenske  kakvoće  pretraženih  uzoraka  mlijeka  u  odnosu  na  Pravilnik


Udovoljava
Ne  udovoljava

Broj
42
78
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[image: image3.wmf]Prosječni  broj  bakterija  u  uzorcima  koji   su   udovoljili  norme  Pravilnika  iznosio  je  834412/ml.

V.1.2.  Nalazi  bakterija  u  pretraženim  skupnim  uzorcima  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

Tablica 7.  Nalazi  bakterija  u  skupnim  uzorcima  mlijeka

Bakterijska  skupina
ukupno

Koliformne bakterije
110

Mikrokoki
76

Enterokoki
61

S.aureus 
32

Hemolitična  E. coli
19

Streptokoki  C  i  E
11

Pseudomonas  spp.
11

Bacillus  spp.
5

Proteus  spp.
2

Serratia  marcescens
2

S. agalactiae
1
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V.3.  Rezultati  imunoenzimnih  pretraga  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

Tablica 8.  Rezultati  imunoenzimnih  i  kulturelnih  pretraga  na  Listeria  spp.  E. coli O157  i  Salmonella  spp.


ELISA  

Pozitivno   negativno
Kulturelno

Pozitivno   negativno
Ukupno pretraženo

Listeria spp.
1
119
1
119
120

E. coli O157
2
118
2*
118
120

Salmonella spp.
6
114
0
120
120

*O157:H-
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III.  MATERIJAL  I  METODE

III.1.  Podrijetlo  uzoraka  i  podaci  o  životinjama


Uzorci  mlijeka  su  prikupljeni  u  obiteljskim  gospodarstvima  sjevernog  i  sjeverozapadnog  područja  Republike  Hrvatske.  Proizvodnja  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  u  ovom  dijelu  Hrvatske  započela  je  prije  petnaestak godina.  Među  pasminama  mliječnih  koza,  najzastupljenije  su  koze  u  tipu  alpske  koze,  a  u  znatno  manjem  broju  koze  u  tipu  sanske  i  križanci  alpske  i  sanske  koze.  Pasminski  sastav  stada  ovaca  je  jednoličan  i  čini  ga  istočnofrizijska  ovca.  Prosječna  godišnja  proizvodnja  mlijeka  po  kozi  kreće  se   od  500  do  700  litara,  ovisno  o  broju  prethodnih  laktacija,  hranidbi,  zoohigijenskim  uvjetima,  itd.  Laktacijsko  razdoblje  u  koza  iznosi  oko  280  dana.  Prosječna  godišnja  proizvodnja  mlijeka  po  ovci  iznosi  približno  300  litara,  a  laktacijsko  razdoblje  traje  oko  200 dana.  Životinje  se  drže  u  tipski  izgrađenim  ili  preuređenim  objektima, pregrađenim  u  boksove,  u  kojima  je  smješteno  8-10  životinja.  Veličina  stada  kreće  se  u  rasponu  od  20  do  60  životinja.  Mužnja  se  u  najvećem  broju  gospodarstava  obavlja  strojno,  na  uređenim  izmuzištima,  koja  su  vrlo  rijetko  potpuno  odvojena  od  prostora  u  kojem  borave  životinje.  Ručna  mužnja  se  obavlja  u  malom  broju  gospodarstava.

Uzorci  su  uzimani  iz  kanti  u  koje  je  bilo  skupljeno  mlijeko  jutarnje  mužnje  svih  životinja  iz  pojedinog  stada. Ukupno  je  pretraženo  105  skupnih uzorka  kozjeg  i  15  skupnih uzoraka  ovčjeg  mlijeka.   Trasportirani  su  u  laboratorij  u  priručnim  hladnjacima  s  ledom,  a  u laboratoriju  su  do  obrade  čuvani  u  hladnjaku,  pri  temperaturi  +4ºC.

III.2.  Hranjive  podloge


Tijekom  izvedbe  laboratorijskih  pretraga  koristili  smo  se s  više  vrsta  tekućih  i  čvrstih  hranjivih  podloga.

Od  čvrstih  hranjivih  podloga  upotrebljavali  smo:

1.  Hranjivi  agar  s  dodatkom  laktoze

2.  Eskulin-krvni  agar  (Blood agar base,  Oxoid,  s  dodatkom  5 %  defibrinirane  ovčje  krvi  i  1 %  eskulina)

3.  Krvni  agar  s  dvostrukom  količinom  eskulina  (tzv.  CAMP  podloga

4.  XLD  agar  (Gibco  BRL)

5.  TSI  agar  (engl. Triple  Sugar  Iron  Agar, Gibco  BRL)

6.  Baird-Parker  agar  (Sanofi  Dignostics  Pasteur)

7.  Oxford  agar  (Merck)

8.  Sorbitol  MacConkey  agar  (Merck)

Od  tekućih  hranjivih  podloga  koristili  smo:

1. Listeria  Enrichment  Broth  (skrać. LEB,  Merck)

2. Modificirani  Tryptone  Soy  Broth  s  novobiocinom  (krat. mTSB,  Merck)

3. Puferiranu  peptonsku  vodu

4. Tetrationat  bujon

5. Selenit-cistin  bujon  (Sanofi  Diagnostics  Pasteur)

6. M-bujon  (tekuća  hranjiva  podloga  s  manitolom,  Merck)

III.3.  Mikrobiološke  i  serološke  pretrage

U  laboratorijskoj  obradi  mlijeka  izvedene  su  sljedeće  mikrobiološke  i  serološke  pretrage

1. utvrđivanje  ukupnog  broja bakterija

2. opća  bakteriološka  pretraga

3. imunoenzimni  test  za  dokazivanje  nazočnosti  listerija

4. imunoenzimni  test  za  dokazivanje  nazočnosti  bakterije  E. coli  O157

5. imunokromatografski  test  radi  potvrđivanja  nazočnosti  bakterije E. coli O157:H7

6. imunoenzimni  test  za  dokazivanje  nazočnosti  salmonela

III.3.1.  Određivanje  ukupnog  broja  bakterija

Određivanje  ukupnog  broja  bakterija  obavili  smo  na  hranjivom  agaru  s  laktozom.  Prije  nacjepljivanja  hranjive  podloge  skupne  uzorke  mlijeka  dobro  smo  promiješali,  a  potom  načinili  deseterostruka  razrjeđenja  u  epruvetama  s  fiziološkom  otopinom  NaCl.  U  prvoj  epruveti  1  mL  uzorka  dodali  smo  na  9  ml  sterilne  fiziološke  otopine  NaCl  (razrjeđenje  1:10).  Nakon  temeljitog  miješanja  sadržaja  pomoću  laboratorijske  tresilice,  1  mL  ovako  razrijeđenog  uzorka  otpipetirali  smo  u  sljedeću  epruvetu  i  pomiješali  s  9  ml  sterilne  fiziološke  otopine  NaCl  priredivši  tako  razrjeđenja  od  1:100  do  1:1 000 000.

Potom  smo  u  sterilne  Petrijeve  ploče  otpipetirali  po  1  mL  od  svakog  razrjeđenja  i  na  to  nalili  približno  25  ml  otopljene  čvrste   hranjive  podloge  (hranjivi  agar  s  dodatkom  laktoze)  koja  je  ohlađena  na  50 ºC.  Kružnim  pokretanjem  ploče  na  ravnoj  podlozi  izmješali smo  mlijeko  s  podlogom.  Tako  nacijepljene  ploče  inkubirali  smo  48  sati  pri  temperaturi  37 ºC,  a  nakon  toga  izbrojili  porasle  kolonije,  koristeći  se  pri  tome  brojačem  kolonija.  Kolonije  smo  brojili  na  površini  cijele  ploče  u  više  razrjeđenja  u  kojima  broj  kolonija  nije  prelazio  300.  Nakon  toga  smo  izračunali  ukupni  broj  bakterija  u  1  mL  pretraživanog  mlijeka,  uzevši  u  obzir  srednju  vrijednost.

III.3.2.  Opća  bakteriološka  pretraga

Radi  utvrđivanja  prisutnosti  bakterija  uzorke  mlijeka  nacijepili  smo  na  eskulin  krvni  agar,  tako  da  smo  0,1  ml  mlijeka  nanijeli  sterilnom  pipetom  na  površinu  hranjive  podloge,  a  zatim  mlijeko  sterilnim  staklenim  štapićem  razmazali  po  cijeloj  površini  ploče.  Ploče  s  nacijepljenim  mlijekom  inkubirali  smo  24  sata  pri  37 ºC,  a  potom  smo  pristupili  identifikaciji  poraslih  bakterija.  Prema  utvrđenim  morfološkim  karakteristikama  kolonije  smo  precjepljivali  na  selektivne  i  diferencijalne  hranjive  podloge:  XLD  agar,  TSIA agar,  Baird-Parkerovu  hranjivu podlogu,  hranjivi  agar  s  laktozom  i  eskulin  krvni  agar  s  dvostrukom količinom  eskulina,  tzv. CAMP  podlogu  (vidjeti  tablicu  1).

U  pretragama  uzoraka  mlijeka  koji  su  imunoenzimnim  testom  dali  pozitivan  rezultat,  upotrijebili  smo  Oxford-agar  za izdvajanje  listerija,  sorbitol  McConkey  agar  za  bakteriju  E. coli  O157:H7,  te  XLD  i  TSIA  agar  za  izdvajanje  salmonela.

Tablica 1. Hranjive podloge  i  testovi  upotrebljeni  u  identifikaciji  bakterija

Skupina bakterija
Bojenje  po  Gramu
Hranjive  podloge  i  testovi

Koliformne  bakterije
Gramnegativni  štapići
Eskulin krvni agar, TSI  agar,  XLD  agar

Staphylococcus aureus
Gram + kugličaste bakterije u skupinama
Eskulin krvni agar, Baird-Parker agar, hranjivi  agar s  laktozom, koagulaza test

Streptococcus spp. 
Gram + kugličaste bakterije u nizovima
Eskulin krvni agar, CAMP  test, razgradnja eskulina

Enterococus spp. 
Gram + kugličaste bakterije u nizovima
Eskulin krvni agar, CAMP test, razgradnja  eskulina

Micrococcus  spp. 
Gram + kugličaste bakterije u skupinama
Eskulin krvni agar, Baird-Parker agar, hranjivi  agar s  laktozom, koagulaza test

Bacillus  spp.
Gram + ili varijabilne štapićaste  bakterije
Eskulin krvni agar

Pseudomonas spp.
Gram -  štapićaste bakterije 
Eskulin krvni agar, TSIA  agar, XLD agar

III.3.3.  Imunoenzimni  test  za  dokazivanje  listerija  (Tecra  Listeria  Visual  Immunoassay,  Noack)

Tecra  Listeria  Visual  Immnoassay  (TLVIA)  je  brzi  i  specifični  test  za otkrivanje  listerija  u  prethodno  obogaćenim  uzorcima  hrane  i  uzorcima  materijala  iz okoliša  životinje.  Pozitivni  nalaz  treba  potvrditi  pretragom  uzorka  standardnim  bakteriološkim  metodama.  U  testu se  koriste  poliklonska  protutijela  adsorbirana  na  stijenku  jažice,  koja  omogućavaju  dokazivanje  bilo  koje  vrste  iz  roda  Listeria,  nakon  postupka  selektivnog  obogaćivanja.  Prema  uputama  proizvođača,  test  je  vrlo  specifičan  za  listerije,  nema  unakrižnih  reakcija  čak  ni  s  blisko  srodnim  gram-pozitivnim  bakterijama.  Međutim,  prema  navodima  AOAC  (Association  of  Official  Analytical  Chemists),  zbog  uporabe  poliklonskih  protutijela  pokatkad  se  ipak  javljaju  unakrižne  reakcije  sa  antigenski  srodnim  bakterijama.


U  rujnu  1995.  AOAC  je  odobrio  primjenu  Tecra  Listeria  VIA  za  pretragu  mliječnih  proizvoda,  mesa  sisavaca,  mesa  peradi,  hrane  podrijetlom  iz  mora  i  lisnatog  povrća.

III.3.3.1.  Predobogaćivanje  uzoraka 

Prije  izvođenja  pretrage  imunoenzimnim  testom  potrebno  je  provesti  obogaćivanje  uzorka  da  bi  se  listerije,  ako  su  prisutne  razmnožile  do  broja  koji  je  moguće  otkriti.  U  tu  smo  se  svrhu  koristili  tekućom  hranjivom  podlogom  Listeria  Enrichment  Broth  (LEB,  Merck).

Shematski  prikaz  postupka  obogaćivanja  mlijeka  i  mliječnih  proizvoda:

25 g  ili 25 ml  uzorka  nacijepiti  u  225  ml  Listeria  Enrichment  Broth 

↓

Inkubirati  pri  30  ºC  u  tijeku  24  sata

↓

1  ml  inkubiranog  uzorka  precijepiti  u  9  ml  LEB  ili  Fraser  bujona

↓

Inkubirati  22-24  sata  pri  30 ºC

↓

Tecra  Listeria  VIA

III.3.3.2.  Načela  testa

Tecra  Listeria  VIA  je  imunoenzimni  “sendvič”  test.

1. Visokospecifična  protutijela  za  listerije  vezana  su  na  stijenke  jažica.

2. Ako  su  prisutni  u  uzorku,  antigeni  listerija  bivaju  “uhvaćeni”  protutijelima.  Ostali  sastojci  uzorka  budu  isprani.

3. “Sendvič”  test  se  kompletira  dodavanjem  protutijela  za  listerije  koja  su  označena  enzimom  (konjugat).

4. Pojava  zelene  boje  u  supstratu  pod  djelovanjem  vezanog  enzima  u  konjugatu  upućuje  na  prisutnost  listerija.  Ako  nema  listerija,  supstrat  ne  mijenja  boju.

III.3.3.3.  Potrebni  sastojci  za  provedbu  testa

Sastojci  (kompleta) kita:

Koncentrirana  tekućina  za  ispiranje

Pozitivna  kontrola

Kontrolni  razrjeđivač  (negativna  kontrola)

Konjugat

Razrjeđivač  konjugata  

Supstrat 

Razrjeđivač  supstrata

“Stop”  otopina

Jažice  s  adsorbiranim  protutijelima

Aditiv  za  uzorke

Samoljepljiva  traka

Držač  jažica

Tekst  s  uputama

Tablica  za  obilježavanje  uzoraka

Kartica  za  usporedbu  boja

Ostali  materijal  potreban  za  izvođenje  testa:

Termostat  s  temperaturom  35-37  ºC

Serološke  pipete  (1 ml)

Plastične  boce  sa  zavrtnjem  (500 ml)

Mikropipete  20  µL,  50 µL  i  200 µL

Nastavci  za  mikropipete

Samoljepljiva  vrpca

Vodena  kupelj  (100  ºC)

Epruvete  ili  bočice  sa  zavrtnjem  (5 mL)  prikladne  za  grijanje  uzoraka

III.3.3.4.  Priprema  sastojaka  za  uporabu

Tekućina  za  ispiranje

Koncentriranu  tekućinu  za  ispiranje  razrijedili  smo  s  2  L  deionizirane  vode.  Za  ispiranje  jažica  preporučuju  se plastične  boce  sa  zavrtnjem  i  širokim  grlom.  Otopinu  za  ispiranje  treba  čuvati  pri  4 ºC.  Posuda  u  kojoj se  otopina  čuva  mora  se  temeljito  očistiti  prilikom  svakog  korištenja.  Da  se  što  više  smanji  opasnost  od  kontaminacije  otopinu  smo  pripremali  pomoću  sterilizirane  vodu.

Pozitivna  kontrola

Jednim  zahvatom  prenijeli  smo  3  mL  kontrolnog  razrjeđivača  u  bočicu  s  “pozitivnom”  kontrolom.  Zatvorili  smo  bočicu  najprije  originalnim  gumenim  čepom  a potom  čepom  sa  zavrtnjem  te  dobro  promućkali.  Pozitivna  kontrola  sadržava  antigene  listerija,  koji  daju  pozitivnu  reakciju.

 Negativna  kontrola

Preostali  razrjeđivač  koji  je  ostao  nakon  pripreme  pozitivne  kontrole  koristili  smo  kao  “negativnu”  kontrolu  (negativna  reakcija).

Konjugat 

U  svakom  kompletu  su  priložena  2  seta  konjugata  (enzimom  označena  protutijela  za  listerije)  i  razrjeđivača  konjugata  zbog  razmjerno  kratkog  vijeka  valjanosti  pripremljenog  konjugata  (1  mjesec).  U  bočicu  s  konjugatom  prelili  smo  cijeli  sadržaj  jedne  bočice  razrjeđivača.  Pripremljeni  konjugat  ostavili  smo  na  sobnoj  temperaturi  da  se  potpuno  otopi.  

Supstrat 

U  bočicu  sa  supstratom  dodali  smo  razrjeđivač  supstrata.  Razrijeđeni  supstrat  je  bezbojan  ili  blijedo  zelene  boje.

Dodatak  uzorku  i  “stop”  otopina  

Ovi  pripravci  spremni su  za  uporabu  bez  prethodne  pripreme.

III.3.3.5.  Izvođenje  testa

Svi  sastojci  kompleta  moraju  se  prije  uporabe  zagrijati  na  sobnu  temperaturu.

Prvi  stupanj:  toplinska  obrada  uzorka


Otpipetirati  1  mL  obogaćenog  uzorka  u  označenu  epruvetu.  Preostali  dio  uzorka  treba  sačuvati  za  potvrdu  pozitivnog  rezultata  imunoenzimnog  testa.  Potom  se  u  epruvetu  doda  50 µL  dodatka  (engl. sample  additive),  promiješa  te  kuha  u  vodenoj  kupelji  15  minuta.  Umjesto  kuhanja,  uzorak  se  može  držati  15  min.  u  autoklavu  pri  100 ºC  pazeći  da  se  ne  podigne  tlak

    Toplinski  obrađene  uzorke  treba  ohladiti  na  sobnu  temperaturu.

Drugi  stupanj:  priprema  jažica



Za  svaki  uzorak  treba  osigurati  po  jednu  jažicu.  Pored  toga,  po  jednu  jažicu  treba  osigurati  za  pozitivnu  i  negativnu  kontrolu.  Odvojene  jažice  stave  se  u  držač,  koji  je  sastavni  dio  kompleta.  


Treći  stupanj:  ukapavanje  uzorka


Mikropipetom  se  otpipetira  200 µL  uzorka  i  jednako  toliko  kontrolnog  pozitivnog  i  negativnog  uzorka  u  odgovarajuće  jažice.  Pri  tome  treba  za  svaki  uzorak  koristiti  novi  nastavak  mikropipete.  Položaj  svakog  uzorka  treba  zabilježiti  u  priloženoj  tablici.  Jažice  se  prekriju  ljepljivom  trakom  i  inkubiraju  u  termostatu  30  minuta  pri  35-37 ºC.

Četvrti  stupanj:  prvo  ispiranje



Temeljito  ispiranje  jažica  je  kritični  stupanj  o  kojem  ovisi  tumačenje  rezultata.

Izlijevanje  sadržaja  jažica

Jažice  moraju  biti  čvrsto  utisnute  u  držač  kako  ne  bi  ispale  tijekom  ispiranja.

 Brzim  okretanjem  držača  sadržaj  jažica  izlije  se  u  posudu  za  otpadnu  tekućinu.  Ostaci  sadržaja  odstrane  se  udaranjem  držača  s  otvorima  jažica  okrenutim  prema  dolje  po  sloju  staničevine.  Punjenje  jažica  otopinom  za  ispiranje

Pomoću  boce  širokog  grla  treba  ispuniti  svaku  jažicu  tekućinom  za  ispiranje,  pazeći  da  u  jažicama  ne  zaostanu  mjehurići  zraka.  Ispiranje  i  potpuno  pražnjenje  jažica  treba  ponoviti  3  puta.


Peti  stupanj:  dodavanje  konjugata

U  svaku  jažicu  treba  dodati  po  200 µL  konjugata.  Jažice  se  pokriju  ljepljivom  vrpcom  i  inkubiraju  30  min  pri  35-37 ºC.

Šesti  stupanj:  drugo  ispiranje



Temeljito  ispiranje  ulijevanjem  tekućine  za  ispiranje  i  pražnjenjem  jažica  na  ovom  stupnju  treba  ponoviti  4  puta.

Sedmi  stupanj:  dodavanje  supstrata

U  svaku  jažicu  doda  se  po  200  µL  supstrata  i  inkubira  pri sobnoj  temperaturi  (20-25 ºC).  Prilikom  inkubiranja  treba  izbjeći  kolebanja  temperature  izvan  navedenih  granica.  Kako   supstrat  mijenja  boju  u  blizini  stijenki  jažica,  prije  očitavanja  rezultata  laganim  kuckanjem  po  držaču  treba  promiješati  sadržaj  da  se  jednolično  oboji.  Inkubirati  treba  najmanje  15  minuta,  a  tek  potom  očitati  rezultat.  Kad  se  boja  pozitivne  kontrole  izjednači  s  bojom  broj  4  na   priloženoj  kolor  kartici,  koja  je  sastavni  dio  kita,  ili  ako  optička  gustoća  pozitivne  kontrole  očitana  automatskim  čitačem  iznosi  najmanje  1.0  pristupa  se  izvođenju  osmog  stupnja.

Osmi  stupanj:  dodavanje  “stop”  otopine 



Dodati  20  µL  stop  otopine  u  svaku  jažicu.  Sadržaj  jažice  promiješa  se  laganim  kuckanjem  po  držaču.

Deveti  stupanj:  očitavanje  rezultata




Rezultati  se  mogu  očitati  pomoću  kolor  kartice  koja  je  sastavni  dio  kita,  ili  pomoću  automatskog  čitača.  

Očitavanje  pomoću  kolor  kartice

Držač  s  umetnutim  jažicama  postavi  se  na  bijelu  podlogu,  a  zatim  se  boja  u  svakoj  pojedinačnoj  jažici  uspoređuje  s  bojama  na  kolor  kartici.  Da  bi  test  bio  valjan,  moraju  se  ispuniti  dva  uvjeta:

a)  nijansa  boje  pozitivne  kontrole  mora  odgovarati  boji  br.4  na  kontrolnoj  kartici  ili  biti  tamnija


b)  obojenost  negativne  kontrole  mora  biti  unutar  negativnog  raspona  uzoraka  boja  kolor  kartice.

Ako  ovi  kriteriji  nisu  zadovoljeni,  rezultati  se  ne  smatraju  valjanima  i  cijeli  postupak  treba  ponoviti.


Rezultat  se  smatra  negativnim,  ako  test  udovoljava  prethodnim  uvjetima,  a  boja  sadržaja  jažice  pripada  negativnom  rasponu  boja  kolor  kartice.

Rezultat  se  smatra  pozitivnim,  ako  udovoljava  navedenim  uvjetima,  a  jačina  obojenosti  sadržaja  jažice  je  jednaka  ili  veća  od  intenziteta  boje  br.  3  na  kontrolnoj  kartici.

Uporaba  automatskog  čitača

Optička  gustoća  uzorka  može  se  odrediti  pomoću  zraka  valne  duljine  414±10  nm.

Test  se  drži  valjanim  ako  su  zadovoljena  dva  uvjeta:

a)  optička gustoća  pozitivne  kontrole  mora  iznosi  najmanje  1.0,  a

b) optička  gustoća  negativne  kontrole  iznosi  najviše  0.2

Ishod  testa  smatra  se  negativnim,  ukoliko  optička gustoća  uzorka  iznosi  manje  od  0.2.

Rezultat  se  smatra  pozitivnim,  ukoliko  optička  gustoća  uzorka  iznosi  više  od  0.2.

U  našem  istraživanju  rezultate  imunoenzimnih  testova  očitavali  smo  na  Anthos  ht  II  fotometru  uz  uporabu  filtra  od  405  nm.
Deseti  stupanj:  potvrda  pozitivnih  uzoraka


Pozitivne  rezultate  pretrage  treba  potvrditi  nacjepljivanjem  obogaćenog  uzorka  na  selektivne  hranjive  podloge,  a  porasle  kulture  bakterija  treba  identificirati  primjenom  biokemijskih  i  seroloških  pretraga.

III.3.4.  Imunoenzimni  testovi  za  dokazivanje  bakterije  E. coli  O157  (Tecra  E. coli  O157  Visual  Immunoassay,  Noack  i Glisa  Singlepath  E.coli  O157:H7)

Tecra  E.coli  O157 VIA  je  brzi  test  za  otkrivanje  nazočnosti  bakterije  E.coli  O157  u  uzorcima  namirnica  i  uzorcima  iz  okoliša  životinje.   Test  je  visoko  specifičan  za  bakteriju  E.coli  O157.

Budući  da  Tecra  E. coli  O157  Via  otkriva  sojeve  koji  sadrže  somatski  antigen  O157,  radi  utvrđivanja  je  li  riječ  o  gibljivom  serovaru  koji  sadrži  flagelarni  antigen  H7,  pozitivne  uzorke  pretražili  smo  dodatnim  testom  Glisa  Singlepath® E. coli  O157:H7  (engl. Gold  Labelled  ImmunoSorbent  Assay)  za  kvalitativno  utvrđivanje  prisutnosti  bakterije  E. coli  O157:H7  (Merck).

III.3.4.1.  Predobogaćivanje  uzoraka

Kao  i  kod  prethodno  opisanog  imunoenzimnog  testa  za  otkrivanje  listerija,  najprije  je  potrebno  pretraživani  uzorak  obogatiti  na  selektivnoj  tekućoj  hranjivoj podlozi  (bujonu).  Za  predobogaćivanje  mlijeka  i  mliječnih  proizvoda  koristili  smo  se  tekućom  hranjivom  podlogom  modificiranim  puferiranim  tripton  soja  bujonom  s  novobiocinom  (mTSB, Merck).

Shema  obogaćivanja  uzorka  za  imunoenzimni  test  Tecra  E. coli  O157  VIA  i  imunokromatografski  test  Glisa  Singlepath  E. coli  O157:H7

25 g  ili  ml  uzorka  nacijepiti  u  225  ml  mTSB

↓

inkubirati  pri  42º±1ºC  u  tijeku  18-24  sata

↓

Tecra  E. coli  O157  Via

III.3.4.2.  Izvođenje  testa Tecra E. Coli O157 Via

Sadržaj  kompleta  Tecra E. Coli O157 Via,  priprema  sastojaka  potrebnih  za  taj  test,  izvođenje  samog  testa,  procjena  valjanosti  testa,  očitavanja  rezultata  te  potvrda  pozitivnog  ishoda  pretrage  uzorka  identični  su  kao  kod  testa  Tecra  Listeria  Via.


III.3.5.  Izvođenje  testa  GLISA  Singlepath® E. coli  O157:H7


III.3.5.1.  Načela  testa


GLISA  Singlepath  E.coli  O157:H7  je  brzi   imunokromatografski  test  koji  se  temelji  na  uporabi  označenih  protutijela.  Test  je  tehnički  izveden  tako  da  na  plastičnom  štapiću  ima  kružnu  zonu  u  koju  se  ukapava  pretraživani  uzorak,  pravokutnu  testnu  zonu  i  ovalnu  kontrolnu  zonu.  Uzorak  se  mora  prethodno  obogatiti  na  selektivnoj  tekućoj  hranjivoj  podlozi.  Za  obogaćivanje  se  koristi  hranjiva  podloga  jednakog  sastava  kao  i  za  ELISA  test  (mTSB  s  novobiocinom).

1. Uzorak  se  ukapa  u  kružni  otvor   papirnate  površine  štapića

2. Uzorak  se  apsorbira  u  papirni  umetak,  koji  u  području  reakcije  sadržava  koloidna  označena  specifična  protutijela  za  E. coli  O157:H7.

3. Prisutni  antigeni  E. coli  O157:H7  vežu  se  s  označenim  protutijelima  i  putuju  dok  ne  budu  “uhvaćeni”  u  reakcijskom  području  testne  zone

4. Sekundarna  protu-E.coli O157:H7 antigen-protutijela su  uključena  u  reakcijskom  području.  Ona  vežu  antigen-protutijelo  kompleks.  Zahvaljujući  označenim  protutijelima,  ako  je  reakcija  pozitivna,  postaje  vidljivom  crvena  crta.

5. Ostatak  uzorka  nastavlja putovati  do  drugog  reakcijskog  područja  unutar  kontrolne  zone,  u  kojoj  oblikuje  vidljivu  crvenu  crtu  koja  služi  kao  pozitivna  kontrola.  Bez  obzira  sadrži  li  uzorak  bakteriju  E. coli  O157:H7  ili  ne  sadrži,  crvena  crta  u  kontrolnoj  zoni  mora  se  uvijek  se  pojaviti  kao  dokaz  valjanosti  testa.

III.3.5.2.  Provedba  testa:

1. Iz  originalnog  pakovanja  izvaditi  potreban  broj  testova  i  označiti  ih.  Test  se  mora  izvesti  u  razdoblju  do  najviše  2  sata  nakon  što  je  otpakiran.

2. Priloženom  pipetom  za  jednokratnu  uporabu  uzeti  uzorak  iz  obogaćenog  materijala

3. Tri  kapi  uzorka  (približno  100 µL)  ukapati  u  kružnu  zonu

4. Rezultat  se  očita  nakon  20  minuta.


III.3.5.3.  Tumačenje  rezultata:

Test  se  smatra  ispravno  provedenim,  ako  se  nakon  15-20  minuta  u  kontrolnoj  zoni  pojavi  jasno  uočljiva  crvena  crta.

Rezultat  testa  smatra  se  pozitivnim  ako  se  u  roku  15-20  minuta,  ili  ranije,  pojavi  vidljiva  crvena  crta  u  kontrolnoj  i  u  testnoj  zoni.

Rezultat  testa  smatra  se  negativnim,  ako se  u  roku  15-20  minuta  crvena  crta  pojavi  u  kontrolnoj,  a  ne  i  u  testnoj  zoni.

III.3.6.  Imunoenzimni  test  za  dokazivanje   salmonela  (Tecra  Salmonella  Visual  Immunoassay,  Noack)

Test  je  namijenjen otkrivanju  bakterija  roda  Salmonella  u  svim  vrstama  hrane.  Temelji  se  na  uporabi  poliklonskih  protutijela  vezanih  na  stijenku  jažica.  Prema  navodima  AOAC  standarda  koji  je  odobrio  metodu  kao  “screening”  test,  u  određenom  broju  uzoraka  može  doći  do  unakrižnih  reakcija  s  bakterijama  koje  ne  pripadaju  rodu  Salmonella.  Zbog  toga  svaki  uzorak  koji  je  dao  pozitivnu  reakciju  ovim  testom  treba  pretražiti  kulturelno.

III.3.6.1.  Obogaćivanje  uzoraka

Obogaćivanje  uzoraka  izvodi  se  prema  shemi  obogaćivanja  koja  se  preporučuje  za  proizvode  s  vjerojatno  visokom  koncentracijom  mikroorganizama,  kao  što  su  npr. sirovo  meso, riba,  perad,  sirovo  mlijeko.  Od  tekućih  hranjivih podloga  za  obogaćivanje  koristili  smo  puferiranu  peptonsku  vodu,  tetrationat  bujon,  selenit-cistin  bujon  i  M-bujon.  

Shema  obogaćivanja  uzoraka  sirovog  mlijeka  tijekom  pripreme  za  imunoenzimni  test:

PREDOBOGAĆIVANJE

25 g  ili 25 ml  uzorka  nacijepiti  u  225  ml  puferirane  peptonske vode

↓

inkubirati  18-22 sata  pri  35-37 ºC

↓

SELEKTIVNO  OBOGAĆIVANJE

1ml inkubirane kulture nacijepiti u  9  ml  tetrationat  bujona         1 ml inkubirane kulture nacijepiti u  9  ml  selenit-cistin  bujona

↓

inkubirati  6-8  sati  pri  35-37 ºC

↓

DODATNO  OBOGAĆIVANJE

1 mL  inkubiranog  TTB nacijepiti u 10 mL M-bujona                         1 mL  inkubiranog  SCB nacijepiti u 10  mL  M-bujona

↓

inkubirati  16-20  sati  pri  35-37 ºC

↓

Tecra  Salmonella  Via


III.3.6.2.  Izvođenje  testa

Tecra  Salmonella  Via  se  razlikuje  od  prethodnih  dvaju  imunoenzimnih  testova  po  tome  što  komplet  ne  sadržava  dodatak  uzorku  (engl. “sample  aditive”)  pa  se  na  prvom  stupnju  uzorak  kuha  bez  dodatka.  Uzorak  zapremine  1  ml  dobije  se  tako  da  se  pomiješa  0,5  ml  M-bujona  nacijepljenog  prethodno  obogaćenim  tetrationat  bujonom  i  0,5  ml  M-bujona  nacijepljenog  prethodno  obogaćenim  selenit-cistin  bujonom.  Ostali  postupci  s  obzirom  na  način  izvođenja  i  trajanje  isti  su  kao  u  prethodno  opisanim  imunoenzimnim  testovima,  ali  razlike  postoje  u  očitavanju  rezultata.  Naime,  rezultat  testa  smatra  se  negativnim  ukoliko  optička  gustoća  uzorka  iznosi  manje  od  0.3,  a  pozitivnim,  ukoliko  optička  gustoća  uzorka  iznosi  više  od  0.3.


III.3.7.  Koagulaza-test


Bakterijske  kolonije  koje  na  krvnom  agaru  s  eskulinom  izgledom  odgovaraju  kolonijama  stafilokoka  precijepe  se  na  hranjivi  agar  s  laktozom  i  Baird-Parkerovu  hranjivu  podlogu,  te  se  inkubiraju  24  sata  pri  37ºC.  Tako  dobivena  bakterijska  kultura  (oko  10  kolonija)  suspendira  se  u  0.5  ml  nerazrijeđene  kunićje  plazme  i  inkubira  se  pri  37ºC.  Bakterijske  kulture  koje  su  izazvale  grušanje  plazme,  proglasili  smo  vrstom  Staphylococcus  aureus.  


III.3.8.  CAMP-test


Kolonije  koje  su  morfološkim  svojstvima  odgovarale  kolonijama  streptokoka,  podvrgnuli  smo  CAMP-testu.  Na  krvni  agar  s  dvostrukom  količinom  eskulina  nacijepili  smo u  obliku  pruge hemolitični  soj  bakterije  S. aureus cijelim  promjerom  Petrijeve  ploče.  Okomito  na  ovu  prugu,  na  udaljenosti  od  nekoliko  milimetara  nacjepljivali  smo  izdvojene  sojeve  streptokoka.  Nakon  inkubacije  od  24  sata  pri  37ºC,  promatrali  smo  mofološke  osobine  poraslih  kolonija:  oblik,  veličinu,  boju,  izgled  površine,  stvaranje  CAMP  fenomena, hemolizu  i  hidrolizu  eskulina. Na  temelju  ovih svojstava,  pretraživane  sojeve  razvrstali  smo  u  skupine  streptokoka  ili  enterokoka.

III.4.  Istraživanje  osjetljivosti  imunoenzimnih  testova  za  dokazivanje  salmonela  i  listerija


Dio  naših  istraživanja  odnosio  se  je  na  osjetljivost  imunoenzimnih  testova  u  otkrivanju  salmonela  i  listerija.  U  tu  svrhu  koristili  smo  24-satne  bujonske  kulture  identificiranih  serovarova  S. typhimurium  i  S. enteritidis,  te  neidentificirane  sojeve  listerija  izdvojene  iz  kravljeg  sira  i  sirovog  ovčjeg  mlijeka. Budući  da  se  upotrebljeni  ELISA  testovi  osnivaju  na  uporabi  poliklonskih  protutijela,  moguće  su  unakrižne  reakcije  s  antigenski  srodnim  bakterijama.  S  tog  smo  razloga  načinili  pokus  s  laboratorijskim  sojevima  bakterijama  Escherichia  coli,  Pseudomonas  aeruginosa  i  Enterobacter  cloacae.  Upotrijebljeni  sojevi  tih  bakterija  izdvojeni  su  iz  uzoraka  sekreta  vimena  krava  s  mastitisom  ili  iz  skupnih  uzoraka  mlijeka,  dostavljenih  u  Odjel  za  mastitise  i  kakvoću  sirovog  mlijeka  Hrvatskog  veterinarskog  instituta.  U  osnovi,  u  tim  su  pokusima  imunoenzimni  testovi  izvedeni  na  jednaki  način  kao  pri  pretrazi  terenskih  uzoraka.

III.4.1.  Istraživanje  osjetljivost  imunoenzimnog  testa  Tecra Salmonella VIA


Cilj  ovog  dijela  pokusa  bio  je  da  se  utvrdi  koliko  bakterijskih  stanica  treba  sadržavati  uzorak  prije  obogaćivanja  da  se  mogu  pouzdano  dokazati  imunoenzimnim  testom.  U  tu  svrhu  načinili  smo  sljedeći  pokus.  Pripremili  smo  niz  od  13  epruveta.  U  prvu  smo  otpipetirali 29  mL,  a  u  preostalih  12  po  27  mL  sterilnog  kozjeg  mlijeka.  Potom  smo  u  prvu  epruvetu  dodali  1 mL  suspenzije  bakterija.  Suspenziju  smo  pripremili  tako  dao  smo  u  10  mL  fiziloške  otopine  stavili  1  kap  24-satne  bujonske  kulture.  Upotrebljene  kulture  bakterija  što  smo  ih  koristili  u  pokusu  uzgojene  su  na  selenit-cistin  bujonu.  Nakon  temeljitog  miješanja  sadržaja  prve  epruvete,  3  mL  promiješanog  sadržaja  otpipetirali  smo  u  sljedeću  epruvetu  niza,  načinivši  tako  deseterostruka  razrjeđenja.  Taj  smo  postupak  ponovili  do  kraja  cijelog  niza.  Svako  od  tako  pripremljenih  razrjeđenja  obradili  smo  kao  poseban  uzorak  prema  shemi  predobogaćivanja  uzorka  sirovog  kozjeg  mlijeka  na  strani  Istodobno  smo  od  suspenzije  bakterija  načinili  deseterostruka  razrjeđenja  u  fiziološkoj  otopini  radi  utvrđivanja  ukupnog  broja  bakterija  u  suspenziji.  Po  1  mL  serijskih  razrjeđenja  otpipetirali  smo  u  sterilne  Petrijeve  ploče,  prelili  ga  s  otprilike  25  ml  XLD  agara  ohlađenog  na  50 ºC  te  kružnim  pokretima  izmiješali.  Ploče  smo  inkubirali  24  sata  pri  37 ºC,  a  nakon  toga  smo  pristupili  brojenju poraslih  kolonija,  koristeći  se  pritom  brojačem  kolonija.

Broj  bakterija  u  suspenziji  i  serijskim  razrjeđenjima  mlijeka  za  pojedine  bakterije  prikazan  je  u  tablici 2.  

Napominjemo  da  su  u  tablici  prikazane  vrijednosti  broja  bakterija  do  razrjeđenja  1:106  iako  smo  uzorke  razrjeđivali  do  vrijednosti  1:1012
Tablica 2.  Broj bakterija u serijskim razrjeđenjima  mlijeka upotrijebljenim  u  pokusu

Vrsta bakterije
Broj  bakterija  u  1 ml suspenzije
Broj bakterija  u  serijskim  razrjeđenjima  mlijeka (BB/ml)



Početak          10-1          10-2            10-3          10-4               10-5         10-6

S. typhimu-

rium
240000
8000
800
80
8
0,8

(8 u 10 mL)
0,08

(8 u 100 mL)
0,008

(8 u 1000 mL)

S. enteritidis
180000
6000
600
60
6
0,6  (6 u 10 mL)
0,06 (6 u 100 mL)
0,006 (6 u 1000 mL)

E. cloacae
30000
1000
100
10
1
0,1 (1 u 10 mL)
0,01 (1 u 100 mL)
0,001 (1 u 1000)

E. coli
10000
333
33
3,3
0,33 (3 u 10 mL)
0,03 (3 u 100 mL)
0,003 (3 u 1000)


P. aeruginosa
4000
133
13,3
1,33
0,133

13 u 100 mL
0,0133

13 u 1000 mL



III.4.2.  Istraživanje  osjetljivosti  imunoenzimnog  testa  TECRA Listeria  VIA

Po  istom  načelu  kao  za  salmonele  načinili  smo  pokus  za  istraživanje  osjetljivosti  imunoenzimnog  testa  za  dokazivanje  listerija.  U  istraživanju  smo  koristili  2  soja  listerija  iz  vlastite  zbirke  sojeva: jedan izdvojen  iz  kravljeg  sira,  a  drugi  iz  sirovog  ovčjeg  mlijeka. Suspenziju  bakterija  dobili  smo  dodavanjem  jedne  kapi  24-satne  bujonske  kulture,  uzgojene  u  hranjivoj  podlozi   Listeria Enrichment Broth  (Merck)  u  10  mL  fiziološke  otopine.  Nakon  temeljitog  miješanja  na  laboratorijskoj  tresilici  1  mL  suspenzije  otpipetirali  smo  u  epruvetu  s  29  mL  sterilnog  kozjeg  mlijeka.  Nakon  miješanja,  3  mL   sadržaja  prenijeli  smo  u  slijedeću  epruvetu  s  27  mL  mlijeka,  priredivši  tako  deseterostruko  razrjeđenje.  Ovaj  postupak  ponavljali  smo  do  kraja  niza,  to  jest  do  razrjeđenja  10-12.  Svako  razrjeđenje  tretirali  smo kao poseban  uzorak:  25  mL  nacijepili  smo  u  225  mL  LEB,  inkubirali  22-24  sata,  a  potom  1  mL  precijepili  u  9  mL  LEB,  inkubirali  daljnja  22-24  sata  te  smo  nakon  toga  pristupili  izvođenju  imunoenzimnog  testa.

Tablica 3.  Pretpostavljeni  broj bakterija roda  Listeria  u  serijskim razrjeđenjima  mlijeka

Soj 
Broj  bakterija  u  1 mL suspenzije
Broj bakterija  u  serijskim  razrjeđenjima  mlijeka (BB/ml)



Početno          10-1            10-2               10-3          10-4               10-5           10-6         10-7…

razrjeđenje

Soj izdvojen iz mlijeka
1500000
50000
5000
500
50
5
0,5 (5 u 10 mL)
0,05 (5 u 100 mL)
0,005 (5 u 1000 mL)

Soj izdvojen iz sira
300000
10000
1000
100
10
1
0,1 (1 u 10 mL)
0,01 (1 u 100 mL)
0,001 (1 u 1000 mL)

V.  REZULTATI

V.1.  Higijenska  kakvoća  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

V.1.1.  Ukupni  broj  bakterija  u  pretraženim  uzorcima  sirovog mlijeka

Tablica 5.  Razdioba  uzoraka  na  temelju  UBB/ml

UBB*/ml
< 50 000
50 001-100 000
100 001-1000 000
1-3 x 106
3-10 x 106
› 10 x 106

broj uzoraka
7
3
16
16
18
60
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Graikon 1. Razdioba domaćinstava prema UBB/ml

* ukupni  broj  bakterija


Legenda: 1-do 50 000/ml;  2-50 001-100 000;  3-100 001-1x106;  4-1-3 x 106;  5-  3-10 x 106;  6- ›10 x 106

Tablica 6.   Prikaz  higijenske  kakvoće  pretraženih  uzoraka  mlijeka  u  odnosu  na  Pravilnik


Udovoljava
Ne  udovoljava

Broj
42
78
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[image: image10.wmf]Prosječni  broj  bakterija  u  uzorcima  koji   su   udovoljili  norme  Pravilnika  iznosio  je  834412/ml.

V.1.2.  Nalazi  bakterija  u  pretraženim  skupnim  uzorcima  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

Tablica 7.  Nalazi  bakterija  u  skupnim  uzorcima  mlijeka

Bakterijska  skupina
ukupno

Koliformne bakterije
110

Mikrokoki
76

Enterokoki
61

S.aureus 
32

Hemolitična  E. coli
19

Streptokoki  C  i  E
11

Pseudomonas  spp.
11

Bacillus  spp.
5

Proteus  spp.
2

Serratia  marcescens
2

S. agalactiae
1
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V.3.  Rezultati  imunoenzimnih  pretraga  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka

Tablica 8.  Rezultati  imunoenzimnih  i  kulturelnih  pretraga  na  Listeria  spp.  E. coli O157  i  Salmonella  spp.


ELISA  

Pozitivno   negativno
Kulturelno

Pozitivno   negativno
Ukupno pretraženo

Listeria spp.
1
119
1
119
120

E. coli O157
2
118
2*
118
120

Salmonella spp.
6
114
0
120
120

*O157:H-
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V.4.  Osjetljivost  imunoenzimnih  testova

U  drugom  dijelu  našeg  rada  istražili  smo  osjetljivost  imunoenzimnih  testova  za  salmonele  i  listerije  na  način  opisan  u  poglavlju  materijal  i  metode.  Uzorke  smo  pretražili  ELISA  testom  i  kulturelno.  Rezultati  su  prikazani  u  tablicama.

Tablica 9.  Rezultati  imunoenzimnih  testova  za  salmonele  i  listerije

razrjeđenje
Poč.
10-1
10-2
10-3
10-4
10-5
10-6
10-7
10-8
10-9
10-10
10-11
10-12

bakterija














S. typhimurium
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-

S. enteritidis
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-

Enterobacter cloacae
-
-
+
+
+
-
-
+
-
-
-
-
-

E. coli
-
+
+
-










Pseudomonas aeruginosa
-
-
-
-










Listeria sp.(iz mlijeka)
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-

Listeria sp (iz sira)
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-

Tablica 10.  Rezultati mikrobiološke  pretrage  uzoraka

razrjeđenje
Poč.
10-1
10-2
10-3
10-4
10-5
10-6
10-7
10-8
10-9
10-10
10-11
10-12

bakterija














S. typhimurium
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-

S. enteritidis
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-

Enterobacter cloacae
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-

E. coli
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-

P aeruginosa
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-

Listeria sp.(iz mlijeka)
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-

Listeria sp (iz sira)
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-

VI.  RASPRAVA


VI.1.  Higijenska  kakvoća  mlijeka

VI.1.1.  Ukupni  broj  bakterija   

Kao  što  je  ranije  već  spomenuto,  standardi  za  sirovo  mlijeko  prema  Pravilniku  iz  1983. dopuštali  su  najviše  3  milijuna  bakterija  u  1  ml  mlijeka.  U  našem  istraživanju  norme  Pravilnika  zadovoljilo  je  samo  35%  pretraženih  uzoraka.  Prosječni  broj  bakterija  u  uzorcima  koji  su  zadovoljili  higijenske  uvjete  iznosio  je  834412/ml.  Naš  rezultat  bitno  se  razlikuje  od  rezultata  Majića  i  sur.  (1998)  koji  su  na  912  uzoraka  mlijeka  koza  utvrdili  prosječno  260586  bakterija  u  1  ml  mlijeka.  Smatramo  da  je  nepovoljno  stanje  glede  mikrobiološke  kakvoće  pretraženog  mlijeka  posljedica  u  higijenskom  smislu  neodgovarajućeg  pristupa  mužnji  i  rukovanju  mlijekom.  Naime,  prilikom  vlastitog  posjeta  obiteljskim  gospodarstvima  primjetili  smo  da  se  dezinficijensi  vrlo  rijetko  upotrebljavaju.  Pored  toga,  u  domaćinstvima  koja  se  opskrbljuju  vodom  iz  vlastitih  bunara  i  izvora,  higijenska  kakvoća  vode  često  je  upitna.

VI.1.2.  Zastupljenost  pojedinih  rodova  bakterija  u  pretraženim  uzorcima  mlijeka


Što  se  tiče  zastupljenosti  pojedinih  rodova  i  vrsta  bakterija  u  sirovom  mlijeku  iz  prikaza  rezultata  vidljivo  je  da  je  91,6 %  pretraženih  uzoraka  sadržavalo  pripadnike  skupine  koliformnih  bakterija.  Radi  usporedbe  navodimo  da  su  u  sličnim  istraživanjima  provedenim  u  inozemstvu  koliformne  bakterije  također  bile  najzastupljenija  bakterijska  skupina  u  pretraživanim  uzorcima  sirovog  mlijeka.  Tako  Desmasures  i  sur. (1997)  navode  da  su  spomenutu  skupinu  bakterija  izdvojili  iz  većine  pretraženih  uzoraka  s  27  farmi  u  Normandiji.  U  istom  istraživanju  Staphylococcus  aureus  izdvojen  je  iz  62%  uzoraka,  što  je  znatno  više  nego  u našem  istraživanju (26,6%).  U  istraživanju  provedenom  i  Irskoj,  Rea  i  sur. (1992)  utvrdili  su  nazočnost  koliformnih  bakterija  u  svim  pretraženim  uzorcima.  U  istraživanju  Suareza  i  Ferreirosa  (1991),  nazastupljenija  skupina  gram-pozitivnih  bakterija  bili  su  mikrokoki.  Autori  su  spomenutu  skupinu  bakterija  izdvojili  iz  44%  uzoraka,  što  je  manje  nego  u  našem  istraživanju (63,3%).  

Smatramo  da  je  ovako  nepovoljno  stanje  u pogledu  higijenske  kakvoće  posljedica  lošeg  higijenskog  pristupa  mužnji  i  manipulaciji  mlijekom.  Mišljenja  smo  da  se  stanje  može  bitno  popraviti  u  relativno  kratkom  roku.  Uporišta  za  ovu  tvrdnju  proizlaze  iz  istraživanja  Živkovića  i  Asaja  (1973),  Asaja  i  sur.  (1974)  te  Živkovića  i  sur. (1974)  koji  su  primjenom  higijenskih  postupaka  na  vimenu,  muznom  stroju  i  staji  uspjeli  znatno  smanjiti  početno  zagađenje  mlijeka.  Negativan  utjecaj  lošijih  uvjeta  držanja  životinja  na  higijensku  kakvoću  mlijeka  može  se  kompenzirati  boljom  higijenom  u  izmuzištu  (Rabold  i  sur.  1990).


VI.1.3.  Učestalost  listerija  u  pretraženim  uzorcima  sirovog mlijeka


Što  se  tiče  nazočnosti  listerija  u  sirovom  mlijeku,  u  domaćoj  literaturi  nema  podataka  o  takvim  istraživanjima.  Međutim,  strana  literatura  obiluje  podacima  o  nalazu  listerija  u  mlijeku  i  mliječnim  proizvodima.  Često  se  podaci  iz  različitih  dijelova  svijeta  međusobno  bitno  razlikuju.  Tako  Harvey  i  Gilmour  (1992)  navode  da  su  u  istraživanju  provedenom  u  Sjevernoj  Irskoj,  listerije  utvrđene  u  25%  pretraženih  uzoraka  sirovog  mlijeka,  a  te  su  bakterije  izdvojene  i  iz  jednog  od  99  pretraženih  uzoraka  pasteriziranog  mlijeka  te  iz  jednog  od  33  pretražena  uzorka  mekog  sira.  Rea  i  sur.  (1992)  iznose  podatak  da  su  listerije  u  Irskoj  izdvojene  iz  8,3%  pretraženih  uzoraka  sirovog  mlijeka,  ali  su  pritom  utvrđene  sezonske  varijacije.  Naime,  tijekom  proljeća  i  ljeta  učestalost  nalaza  listerija  varirala  je  od  0–5%,  a  tijekom  zimskog  perioda  iznosila  je  35–37%.  Prema  podacima  japanskih  istraživača  (Yoshida  i  sur., 1998)  učestalost  Listeria  spp.  u  sirovom  mlijeku  s  tamošnjih  farmi  iznosila  je  3,1%  (29  od  943  uzorka).  U  5,8%  uzoraka  sirovog  mlijeka  porijeklom  s  27  farmi  u  Normandiji  utrđena  je  vrsta  Listeria  monocytogenes  (Desmasures  i  sur.,1997).  Casarotti  i  sur.  (1994)   izvješćuju  da  u  istraživanju  provedenom  u  Brazilu  u  20  uzoraka  sirovog  mlijeka  nisu  ustanovili  pripadnike  roda  Listeria.  Druga  skupina  autora  iz  te  zemlje  (Moura  i  sur.  1993)  navodi  da  su  iz  ukupno  12,7%  uzoraka  sirovog  mlijeka  i  iz  0,9%  uzoraka  pasteriziranog  mlijeka  izdvojene  bakterije  roda  Listeria.  Massa  i  sur.  (1990)  istraživali  su  prisutnost  listerija  u  mekom  siru,  maslacu  i  sirovom  mlijeku  u pokrajini  Bologna  (Italija).  Iz  ukupno  40  pretraženih uzoraka  sirovog  mlijeka  nisu  izdvojili  bakterije  roda  Listeria.  Fenlon  i  Wilson  (1989)  navode  da  su  bakteriju  L.  monocytogenes  izdvojili  iz  3,8  %  pretraženih  uzoraka  mlijeka  iz  mliječnih  spremnika  na  sjeveroistoku  Škotske.  Farber  i  sur.  (1988)  istraživali  su  prisutnost  Listeria  spp.  u  sirovom  mlijeku  iz  mliječnih  spremnika  u  pokrajini  Ontario  (Kanada).  Autori  su  izdvojili  Listeria  spp.  iz  ukupno  12,4%  pretraženih  uzoraka,  dok  su  Steele  i  sur.  (1997)  u  istoj  pokrajini  utvrdili  nazočnost  L. monocytogenes  u  2,73%  pretraženih  uzoraka.  Margolles  i  sur.  (1997)  navode  da  su  iz  11,8%  pretraženih  uzoraka  lokalnih  španjolskih  sireva  izdvojili  listerije.  


Usporedbom  navedenih  podataka  s  rezultatima našeg  istraživanja  može  se  zaključiti  da  je  učestalost  listerija  utvrđena  našim  istraživanjem  relativno  rijetka.  No,  treba  reći  da  postoji  realna  opasnost  po  ljudsko  zdravlje  u  slučaju  korištenja  sirovog  mlijeka  ili  sira  proizvedenog  od  sirovog  mlijeka  u  prehrani  ljudi,  zbog  rasprostranjenosti  listerija  u  okolišu.


Soj  listerije  koji  smo  izdvojili  tijekom  našeg  istraživanja  potjecao je  iz  sirovog  ovčjeg  mlijeka.  Na  eskulin  krvnom  agaru  stvarao  je  usku  zonu  hemolize  oko  kolonije,  a  u  CAMP  testu  s  bakterijom  Staphylococcus  aureus  nije  stvarao  CAMP  fenomen.  U  razmascima  obojenim  po  Gramu  bojio  se  pozitivno,  a  oblika  je  kratko  štapićastog.

VI.1.4.  Bakterija  E.  coli  O157:H7  u  sirovom  mlijeku


O  istraživanjima  nazočnosti  bakterije  E. coli  O157:H7  u  mlijeku  u  domaćoj  literaturi  nema  podataka,  ali  su  oni  dostupni  iz  izvješća  stranih  autora.  

Vernozy-Rozand  i  sur.  (1997)  istraživali  su  u  Francuskoj  prisutnost  bakterije  E. coli  O157  u  različitim  uzorcima,  uključujući  i  sirovo  mlijeko.  Bakterija  E.  coli  O157  pritom  nije  ustanovljena  u  sirovom  mlijeku.  Klie  i  sur.  (1997)  istraživali  su  prisutnost  verotoksičnih  sojeva  bakterije  E.coli  u  uzorcima  sirovog  mlijeka  iz  5  regija  u  Njemačkoj.  Od  127  pretraženih  uzoraka  sirovog  mlijeka  serovar  bakterije  E. coli  O 157: H-  izdvojen  je  iz  jednog  uzorka.  Prema  mišljenju  spomenutih  autora,  sirovo  mlijeko  je  potencijalni  izvor  infekcija  ljudi  enterohemoragičnim  sojevima  bakterije  E. coli.  Ansay  i  Kaspar  (1997)  navode  da  u  42  uzorka  sirovog mlijeka  u  državi  Wisconsin  nisu  dokazali  prisutnost  bakterije  E.coli  O157:H7.  Iz  iste  države  potječu  i  suprotna  izvješća.  Naime,  Padhye  i  Doyle  (1991)  su  ELISA  testom  u  10%  uzoraka  sirovog  mlijeka  ustanovili  bakteriju  E. coli  O157:H7.  Steele  i  sur. (1997)  izvješćuju  da  su  iz  0,87% pretraženih uzoraka  sirovog  mlijeka  u  državi  Ontario  izdvojili  verotoksične  sojeve  bakterije  E. coli.


Premda  u  našem  istraživanju  nije  utvrđena  prisutnost  bakterije  E. coli  O157:H7,  u  2  pretražena  uzorka  utvrđena  je  nazočnost  sorbitol  negativnog  serovara  O157:H-  koji  se  također  smatra  patogenim  za  ljude  (Bettelheim,  ).  Opasnost  za  ljudsko  zdravlje  postoji  ukoliko  se  u  prehrani  koriste  sirovo  mlijeko  i  proizvodi  od  sirovog  mlijeka.  Primjena  higijenskih  mjera  u  rukovanju  namirnicama  životinjskog  podrijetla  te  pravilna  toplinska  obrada  namirnica  važne  su  mjere  u  prevenciji  infekcija  uzrokovanih  bakterijom  E. coli O157:H7  u  ljudi  (Doyle, 1991).

VI.1.5.  Salmonele  u  sirovom  mlijeku


Što  se  tiče  nazočnosti  salmonela  u  sirovom  mlijeku,  nema  podataka  o  takvim  istraživanjima  u  našoj zemlji.  No,  iz  brojnih  izvješća  stranih  autora  o  ovoj  problematici  može  se   naslutiti  značenje  koje  se  pridaje  istraživanju  bakterija  koje  su  uzročnici  bolesti  ljudi.  Rea  i  sur.  (1992)  navode  da  je  od  589  pretraženih  uzoraka  sirovog  mlijeka  svega  jedan  (0,1%)  uzorak  sadržavao  salmonele.  Desmasures  i  sur.  (1997)  izvješćuju  o  2,9%  pozitivnih  uzoraka  sirovog  mlijeka  na  bakterije  roda  Salmonella  podrijetlom  s  27  farmi  u  Normandiji  (Francuska).  OžDonnel  navodi  da  je  od  1673  pretražena  uzorka  sirovog  mlijeka  u Engleskoj  i  Welsu  6  uzoraka  (0,36%)  dalo  pozitivan  rezultat  na  bakterije  roda  Salmonella.  Humphrey  i  Hart  (1988)  navode  da  su  u  istraživanju  provedenom  u  Velikoj  Britaniji  iz  6 %  nepasteriziranih uzoraka  mlijeka  izdvojili  bakterije  roda  Salmonella.  Sharma  i  sur.  (1995)  istraživali  su  nazočnost  salmonela  u  mesu  i  proizvodima  od  mesa  peradi,  smrznutoj  ribi,  sirovom  mlijeku  i  sirevima.  Nijedan  od  300  pretraženih  uzoraka  sirovog  mlijeka  i  sira  nije  sadržavao  salmonele.  House  i  sur.  (1993)  izdvojili  su  vrstu  Salmonella  dublin  iz  mlijeka,  izmeta  i  tkiva  mliječne  žlijezde  goveda.  Autori  smatraju  da  su  pojedine  životinje  nositelji  vrste  S.  dublin 


U  našem  istraživanju,  6  (5%)  uzoraka  dalo  je  imunoenzimnim  testom  pozitivan  rezultat.  Kulturelnom  pretragom  na  XLD  podlozi  niti  iz  jednog  pretraženog  uzorka  nismo  izdvojili  salmonele.  S  gotovo  potpunom  sigurnošću  možemo  zaključiti  da  se  u  svim  pozitivnim  slučajevima  radilo  o  unakrižnoj  reakciji  s  antigeno  srodnim  bakterijama.  Naime,  prema  navodima  AOAC  standarda,  zbog  poliklonskih  protutijela  koja  “hvataju”  antigen,  u  izvjesnom  broju  slučajeva  može  doći  do  unakrižnih  reakcija.  Naše  istraživanje  potvrdilo  je  ovu  činjenicu.  Od  6  uzoraka  koji  su   pozitivno  reagirali  imunoenzimnim  testom  iz  2  je  izdvojena  bakterija  roda  Proteus,  iz  3  uzorka  E. coli,  te  iz  jednog  uzorka  Pseudomonas  aeruginosa.  

VI.2.  Osjetljivost  imunoenzimnih  testova  za  salmonele  i  listerije

VI.2.1. Osjetljivost  testa  TECRA Salmonella  VIA

Što  se  tiče  osjetljivosti  imunoenzimnih  testova  iz  predočenih  rezultata  može  se  zaključiti  da  smo  imunoenzimnim  testom  za  salmonele  polučili  pozitivne  rezultate  u  onim  uzorcima  koji  su  sadržavali  najmanje  0,08  odnosno  0,06 bakterija/ml,  što  u  uzorku  od  25  ml  iznosi  2,  odnosno  1,5  bakterija,  što  je  vrlo  blizu  broju  od  1  bakterije/25  ml  za  koji  proizvođač  tvrdi  da  ga  je  moguće  detektirati. U  višim  razrjeđenjima  nismo  uspjeli  ni  imunoenzimnim  testom  ni  kulturelno  dokazati,  odnosno  izdvojiti  salmonele.  Ovdje  naglašavamo  da  smo  u  razrjeđenju  1:106  bakterije  S.typhimurium  imunoenzimnim  testom  zabilježili  pozitivan  rezultat  iako  kulturelno  nismo  izdvojili  salmonele.  Optička  gustoća  spomenutog  uzorka  iznosila  je  0.398  što  je  neznatno  više  od  vrijednosti  koja  se  smatra  pozitivnom.  Što  se  pak  tiče  ostalih  bakterija  koje smo  obradili  na  isti  način  kao  salmonele,  možemo  ponoviti  preporuku  proizvođača  da  sve  pozitivne  rezultate  treba  pretražiti  kulturelno.  Naime,  u  ovom  dijelu  našeg  istraživanja,  korišteni  sojevi  bakterija  E. coli  i  Enterobacter  cloacae  pozitivno  su  reagirali  imunoenzimnim  testom.  Optička  gustoća  pozitivnih  uzoraka  kontaminiranih  spomenutim  bakterijama  bila  je  relativno  niska  (0.3-0.4)  i  neovisna  o  razrjeđenju  bakterije.  Soj  bakterije  Pseudomonas  aeruginosa  u  ovom  slučaju  nije  pozitivno  reagirao  imunoenzimnim  testom.

VI.2.2.  Osjetljivost  testa  TECRA  Listeria  VIA

Imunoenzimni  test  za  otkrivanje  listerija u  našem  se  istraživanju  pokazao  vrlo  specifičnim  za  listerije.  U  prvom  dijelu našeg  istraživanja  nismo  zabilježili  pojavu  lažno  pozitivnih  reakcija.  U drugom  dijelu  istraživanja  ustanovili  smo  da  je  imunoenzimni  test  pozitivno  reagirao  u  razrjeđenjima  u  kojima  je  bilo  0,05  bakterija/ml  za  soj  izdvojen  iz  mlijeka,  odnosno  0,1 bakterija/ml  za  soj  izdvojen  iz  kravljeg  sira.  Rezultati  mikrobiološke  pretrage  bili  su  u  potpunosti  podudarni  s  imunoenzimnim  testom.  U  višim  razrjeđenjima  nismo  zabilježili  pozitivne  rezultate  imunoenzimnim  testom,  a  i  mikrobiološka  pretraga  dala  je  negativan  rezultat.
VII.  ZAKLJUČCI:
1. Higijenska  kakvoća  pretraženih  uzoraka  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  u  pogledu  ukupnog  broja  bakterija  po  1  ml  je  nezadovoljavajuća.  Svega 35 %  uzoraka  zadovoljilo  bi  norme  starog  Pravilnika  koji  je  dopuštao  3 x106  bakterija  u  1  ml.  Vrlo  mali  broj  pretraženih  uzoraka  zadovoljio  bi  stroge  kriterije  higijenske  kakvoće  kakvi  se  primjenjuju  u  zemljama  Europske  unije.

2. S  obzirom  na  zastupljenost  pojedinih  skupina  i  vrsta  bakterija  najučestalija  skupina  bile  su  koliformne  bakterije  što  ukazuje  na  vjerojatno  fekalno  zagađenje.

3. Imunoenzimni  test  za  otkrivanje  listerija  u  našem  istraživanju  pokazao  se  prikladnim  kao  screening  test.  No,  zbog  svega  jednog  pozitivnog  uzorka  u  našem  istraživanju  smatramo  da  je  potrebno  nastaviti  istraživanje  o  prikladnosti  testa  za  otkrivanje  listerija  u  sirovom  mlijeku.

4. Imunoenzimni  test  za  otkrivanje  bakterije  E. coli  O157  treba  kombinirati  s  dodatnim  testovima  za  dokazivanje  flagelarnog  antigena  H7.  

5. Imunoenzimni  test  za  dokazivanje  salmonela  pokazao  se  osjetljivim,  ali  nedovoljno  specifičnim.  Zbog  toga,  prije  proglašavanja  pretraženog  uzorka  pozitivnim  na  salmonele  obavezno  treba kulturelnim  pretragama  dokazati  nazočnost  salmonela  u  uzorku.

6. Smatramo  da  je  za  poboljšanje  higijenske  kakvoće  mlijeka  iz  obiteljskih  gospodarstava  potrebna  edukacija  vlasnika  životinja  i  muzača  o  higijeni  mužnje.
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SAŽETAK

U  radu  je  istražena  higijenska  kakvoća  skupnih  uzoraka  sirovog  kozjeg  i  ovčjeg  mlijeka  podrijetlom  iz  obiteljskih  gospodarstava.  Ukupno  115  uzoraka  kozjeg  i  15  uzoraka  ovčjeg  mlijeka  pretraženo  je  standardnim  laboratorijskim  pretragama  s  obzirom  na:  ukupni  broj  bakterija  i  prisutnost  pojedinih  rodova  i  vrsta  bakterija,  a  primjenom  komercijalnih  imunoenzimnih  testova  uzorci  su  pretraženi  s  obzirom  na  nazočnost  listerija,  salmonela  te  bakterije  E. coli,  serovar  O157.  U  drugom  dijelu  rada  istražena  je  osjetljivost  imunoenzimnih  testova  za  listerije  i  salmonele  pomoću  umjetno  kontaminiranih  uzoraka.


U  usporedbi  s  Pravilnikom  iz  1983.  42  (35 %)  uzoraka  zadovoljilo  bi  norme  spomenutog  Pravilnika  (3x106  bakterija/ml),  a  svega  10  uzoraka  (8,3 %)  zadovoljilo  bi  stroge  propise  Europske  unije  (105 bakterija/ml).  S  obzirom  na  zastupljenost  pojedinih  skupina  i  vrsta  bakterija,  najčešće  je  izdvojena  skupina  koliformnih  bakterija  (91,6 %),  a  potom  slijede  mikrokoki  (63,3 %),  enterokoki  (50,8 %),  S.aureus (26,6 %),  hemolitična  E.coli  (15,8 %),  streptokoki  seroloških  skupina  C  i  E  (9,1 %),  Psedomonas  aeruginosa  (9,1 %),  Bacillus  spp. (4,1 %),  Proteus  spp.  (1,6 %),  Serratia  marcescens  (1,6 %)  te  Streptococcus  agalactiae  (0,8 %).


Iz  jednog  pretraženog  uzorka  sirovog  mlijeka  (0,8 %)  koji  je  pozitivno  reagirao  u  imunoenzimnom  testu,  izdvojen  je  hemolitični  soj  listerije.  Iz  dva  uzorka  koja  su  pozitivno  reagirala  u  testu  za  bakteriju  E. coli  O157  izdvojeni  su  sorbitol  negativni  sojevi  bakterije  E. coli  koji  nisu  sadržavali  flagelarni  antigen  H7.  U  imunoenzimnom  testu  za  salmonele  pozitivno  je  reagiralo  5  uzoraka.  Kulturelnom  pretragom  pozitivnih  uzoraka  salmonele  nisu  izdvojene.  Iz  2  uzorka  izdvojena  je  bakterija  E. coli,  iz  2  Proteus sp.  te  iz  jednog  uzorka  Pseudomonas  aeruginosa.


S  obzirom  na  osjetljivost,  imunoenzimni  test  za  salmonele  pozitivno  je  reagirao  s  uzorcima  koji  su  sadržavali  ›1,5  bakterijske  stanice/25 ml  mlijeka (S. typhimurium), odnosno  ›2  bakterijske  stanice/25  ml  mlijeka  (S. enteritidis).  Imunoenzimni  test  pozitivno  je  reagirao  i  s  bakterijama  E. coli  i  Enterobacter  cloacae,  dok  je  s  bakterijom  Pseudomonas  aeruginosa  dao  negativan  rezultat.  Imunoenzimni  test  za  listerije  pozitivno  je  regirao  s  uzorcima  mlijeka  koji  su  sadržavali  ›2,5 bakterijskih stanica/25 ml  mlijeka,  odnosno  ›1,25  bakterijskih stanica/25 ml  mlijeka.
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