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Przezywalnos¢ mikroflory chorobotwaérczej i warunkowo
chorobotworczej, wyizolowanej z mleka zbiorczego

w roznych temperaturach przechowywania

Survival Rate of Pathogenic and Conditionally Pathogenic Microflora Isolated
from Collected Milk at Different Storage Temperatures

Stan zdrowia kréw dojnych wywiera zasadniczy wptyw na jakos¢ i ilo$¢ wy-
produkowanego mleka. Wszystkie schorzenia, ktéorym towarzyszy wzrost cie-
ploty ciata, wptywaja na zmniejszenie ilosci uzyskiwanego mleka oraz na pogor-
szenie jego jakosci. Wéréd schorzen bakteryjnych wplywajacych wyjatkowo
niekorzystnie na produkcje mleka nalezy wymieni¢ schorzenia przewodu po-
karmowego, ktérym towarzysza objawy silnej biegunki oraz zapalenie gruczotu
mlecznego, zwane mastitis (5, 7, 8). Problem zdrowotnosci gruczotéw mlecz-
nych istnieje wszedzie tam, gdzie prowadzona jest intensywna gospodarka
mleczna i dlatego mastitis jest ,,choroba zawodowa” kréw mlecznych (2).

Wedlug Malinowskiego (8) zapalenia gruczotu mlekowego kréw stanowiag
gtéwny kompleks chorobowy, ktéry nie tylko negatywnie wptywa na jakos¢ i ceng
zywnoéci pochodzenia zwierzgcego, ale takze ogranicza optacalno$¢ hodowli.

Wymig¢ krowy jest bardzo wrazliwe i szczegdlnie narazone na zakazenia
bakteryjne, wywotane najczesciej przez paciorkowce i gronkowce. Drobno-
ustroje te znajdujg si¢ w bezposrednim otoczeniu zwierzgcia, na jego skorze,
powierzchni wymienia, rekach dojarza, sprzgcie dojarskim i ubraniu hodowcy.
Do zakazenia dochodzi najcze¢$ciej w wyniku nieprzestrzegania higieny doju,
niewtasciwego zasuszania krow, nieprawidlowego doju recznego i mechanicz-
nego (5). Mikroorganizmy moga przedosta¢ si¢ do gruczotu z krwiobiegu przez
kanat strzykowy badz uszkodzong skorg.



296 M. Popiotek-Pyrz

Zdaniem Malinowskiego (7) okoto 80-90% infekcji wymienia powodujg
bakterie, ktore mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej z nich (major pa-
thogens) zaliczane sa: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Strep-
tococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli i Actinomyces
pyogenes, do drugiej (minor pathogens) zaliczane s m.in. gronkowce koagula-
zo-ujemne i Corynebacterium bovis.

Istnieje pewien odsetek krow ze stanami zapalnymi gruczotu mlekowego, u
ktorych nie udaje si¢ wykazaé czynnika etiologicznego rutynowymi badaniami
mikrobiologicznymi. Mastitis tego typu klasyfikuje si¢ jako bezbakteryjne po-
draznienie lub zapalenie aseptyczne. Przyczyng takich zapalen moga by¢ drob-
noustroje z rodzaju Mycoplasma, bowiem z wydzieliny zapalnej izolowano: M.
bovis, M. californicum, M. canadense, M. bovigenitalium, M. bovirhinis, M.
arginini, M. dispar oraz Acholeplasma laidlawii (1).

Wedtug Krukowskiego (4) i Malinowskiego i wsp. (6) czynnikiem etiolo-
gicznym 2-13% zapalen wymienia s drozdzaki i grzyby (najcze¢sciej z rodzaju
Candida). Zrédtem zakazenia jest stara, wilgotna, zbutwiata i splesniata $ciotka
oraz pasza. Najczgsciej jednak grzybice pojawiaja si¢ po leczeniu mastitis anty-
biotykami. Stosowanie duzych ilosci antybiotykéw powoduje obnizenie zawar-
toéci witaminy A w organizmie i prowadzi do niszczenia pgcherzykow i prze-
wodoéw mlecznych tkanki gruczotowej wymienia, co w konsekwencji ulatwia
inwazj¢ grzybow. Ponadto antybiotyki wyjatawiaja gruczot mlekowy, obnizaja
jego odporno$¢ i stymuluja namnazanie si¢ grzybow. Spory moga by¢ wprowa-
dzane w czasie niehigienicznego aplikowania antybiotykow.

Celem pracy byta ocena stopnia zanieczyszczenia mikroflora chorobotwor-
cza i warunkowo chorobotworcza mleka zbiorczego pochodzacego od dostaw-
cow indywidualnych oraz ocena przezywalnosci wybranych s:..epéw w réz-
nych temperaturach przechowywania.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito mleko surowe pochodzace od dziesigciu dostawcéw indywidu-
alnych, podlegajacych Okrggowej Spoétdzielni Mleczarskiej w Krasnymstawie. Badania przepro-
wadzono w okresie od maja do grudnia 2001 roku. Lacznie oceniono 100 préb mleka. Proby
pobierano od poszczegdlnych rolnikéw bezposrednio z konwi lub zbiornikéw na mleko, a nastgp-
nie posiewano na nastgpujace podioza: agarowe wzbogacone krwia, Edward’s-Chodkowskiego,
Saborouda i Mc Conceya (bio-Merieux). Po inkubacji w temperaturze 37°C przez 18-24 godziny
wyroste kolonie identyfikowano, wykorzystujac probe katalazowa, koagulazowsq i test hemagluty-
nacji (Slidex Staph. kit.). Probg uznawano za dodatnia, jezeli wyrosto co najmniej 5 kolonii bakte-
ryjnych lub grzybiczych.

Materiat do dalszych badan stanowity proby mleka, w ktérych stwierdzono szczepy gronkow-
coéw koagulazo-ujemnych, Staph. aureus, Str. agalactiae oraz Escherichia coli. Proby te przecho-
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wywano w temperaturach: -20°C, +1°C, posiewajac co 4 dni, oraz w temperaturze +20°C, posie-
wajac co 12 godzin. Za maksymalny czas przechowywania préb mleka w temp. —20°C i +1°C
przyjgto 24 dni, za$ w temperaturze pokojowej 72 godziny. Wyroste kolonie identyfikowano tak
jak podczas izolacji drobnoustrojow.

OMOWIENIE WYNIKOW

Badania nad mikroflorag patogenna w mleku zbiorczym daja mozliwos¢ po-
tencjalnej oceny populacji drobnoustrojow odpowiedzialnych za mastitis, z dru-
giej za$ strony uswiadamiaja zagrozenia dla zdrowia konsumentéw. Zdaniem
Truszezynskiego (11) gronkowce sa wazna przyczyna wywotujaca u ludzi zatru-
cia pokarmowe po spozyciu zakazonych nimi lodow, kreméw, szynki i innych
produktéw spozywczych. Przyczyna zatrucia jest enterotoksyna, wytwarzana
przez pewne szczepy gronkowcéw. Chorobotworcza rola paciorkowca bez-
mlecznosci polega przede wszystkim na wywolywaniu zapalen wymienia u by-
dfa, jednakze stwierdzano go w réznych przypadkach chorobowych u czlowieka
(zakazenie potogowe, zapalenie wsierdzia, ptuc i opon mézgowych).

Escherichia coli, podobnie jak szereg innych drobnoustrojow, dziata choro-
botworczo dzigki swej inwazyjnosci, jak tez zawartym w niej toksynom cieplo-
statym (endotoksyna) i cieplochwiejnym (enterotoksyna). Powodujg one zabu-
rzenia ze strony przewodu pokarmowego i inne objawy zatrucia (11).

Tab. 1. Procentowy udziat wyizolowanych szczepéw w 100 badanych probach mleka zbiorczego
Proportion of bacteria strains in 100 examined samples of milk

Gatunek / rodzaj Odsetek (%) prob w ktorych
drobnoustroju wyizolowano dany drobnoustréj

Staphylococcus aureus 38
CNS 88
Streptococcus agalactiae 42
Streptococcus dysgalactiae 19
Streptococcus uberis 32
Escherichia coli 39
Pseudomonas sp. 14
Klebsiella sp. 6

Candida sp. 5

Uzyskane wyniki wskazujg na do$¢ liczna i zréznicowang pod wzgledem
systematycznym mikroflor¢ chorobotwércza w mleku zbiorczym (tab. 1). Oce-
niane proby mleka wykazywaty wysoki stopien zanieczyszczenia gronkowcami
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koagulazo-ujemnymi (88%). Gronkowiec zlocisty izolowany z prob mleka sta-
nowit 38%. W mleku konwiowym znaczacy procent osiagaty réwniez pacior-
kowce: Streptococcus agalactiae — 42%, Streptococcus uberis — 32%, Strepto-
coccus dysgalactiae — 19%, zas Escherichia coli — 39%. W badanym mleku
stwierdzono takze obecno$¢ mikroflory z rodzaju: Enterobacteriaceae (Pseudo-
monas sp. 14%, Klebsiella sp. 6%) oraz drozdzakéw (5%). Podobny zestaw
patogenow, chociaz rozniacy si¢ procentowo, izolowano we wczesniejszych
badaniach. Popiotek-Pyrz i Majewski (10) wykazali, ze obok zréznicowania w
zawarto$ci mikroflory chorobotwoérczej w poszczegélnych probach istnieja
znaczne rdznice w zaleznosci od sezonu pobierania prob. W okresie letnio-
-jesiennym najwyzszy odsetek prob zawiera drozdzaki z rodzaju Candida —
33,75%, w okresie zimowym natomiast z 48,75% prob izolowano gronkowce
koagulazo-ujemne. Malinowski i wsp. (6) oraz Kurek i Rutkowiak (5) w swoich
badaniach stwierdzili, ze $rednio 80-97% drobnoustrojéw wyosobnionych z
wydzieliny zapalnej wymion kréw stanowity paciorkowce i gronkowce.

Obecnie obserwuje si¢ zjawisko epizootiologiczne polegajace na znacznym
wzroscie liczby przypadkéw zapalen gruczotu mlekowego na tle gronkowco-
wym w poréwnaniu z poprzednimi latami, kiedy gléwnym czynnikiem etiolo-
gicznym byl paciorkowiec bezmlecznosci. Fakt ten przypisuje si¢ zaawansowa-
nemu procesowi leczenia schorzen gruczotu mlekowego za pomocg antybioty-
kow. Terapia zmierzajaca do zdecydowanego ograniczenia paciorkowca bez-
mlecznosci jako czynnika etiologicznego mastitis przyniosta spodziewane efek-
ty, ale rownoczes$nie w sposéb gwattowny wplyneta na wzrost liczby przypad-
kow zakazen spowodowanych przez gronkowce, gtownie CNS (7). Natomiast
badania nad etiologia gronkowcowych stanéw zapalnych gruczotu mlekowego
kréw, przeprowadzone przez Kostrzynskiego i Kozaneckiego (3), dowodza, ze
w oborach, w ktorych mastitis na tle Staphylococcus aureus stanowi powazny
problem (81,4% przypadkéw), infekcje wymienia powodowane przez gronkow-
ce koagulazo-ujemne wystepuja tylko u nielicznych krow (18,6%).

Na przezywalno$¢ wyizolowanych szczepéw drobnoustrojow chorobotwor-
czych i warunkowo chorobotwoérczych maja wptyw rézne temperatury przecho-
wywania, co obrazuje tab. 2. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze gronkowiec
zlocisty charakteryzuje wysoka przezywalno$é zaréwno w temperaturze —20°C,
jak i +1°C. Swiadczy o tym fakt, ze kolonie Staphylococcus aureus izolowane
byly jeszcze po 20 dniach przechowywania préb w tych temperaturach.

Temperatura —20°C stanowita korzystne warunki termiczne réwniez dla
bakterii z gatunku Streptococcus agalactiae, ktore obserwowane byly po 24
dniach przechowywania. W tych samych warunkach gronkowce koagulazo-
-ujemne i pateczki Escherichia coli wykazywaly wigksza wrazliwos¢, ginac po
16 dniach przechowywania.
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Tab. 2. Przezywalno$¢ mikroflory chorobotworczej i warunkowo chorobotworczej
Survival rate of pathogenic and conditionally pathogenic microflora

Temperatura Przezywalno$¢ badanego szczepu bakteryjnego
Drobnoustréj | przechowy- | posiew | po4 po8 pol2 | pol6 | po20 |po24
wania A dniach | dniach | dniach | dniach | dniach |dniach
S 20°C + - + + ¥ + <
aph. aureus +1% ! i X $ 1 g ]
-20°C + + + + P 5 :
N
i +1°C + + + :: < < ;
- i 20°C + + + + - ¥ 5
r. agalactiae +1% P & £ : . s :
. -20°C + B - + 1 . 3
E. coli +1% . - A : } ; :
temperatura "
; posiew
Drobnoustréj |przechowy- 0o pol2h | po24h | po36h | po48h | po60h |po72h
wania %
Staph. aureus + + + - - - +
CNS 2 ot + + - + +
temperatura
Str. agalactiae |pokojowa + + + - - £ 2
E. coli + + - - + * +

Poza Staphylococcus aureus wszystkie omawiane szczepy bakteryjne w tem-
peraturze +1°C nie obserwowane byly juz po 12 dniach, co wskazuje na ich
wrazliwos¢, zwigzana najprawdopodobniej z wigksza podatnoscia na zmiany
chemiczne w $rodowisku bytowania (wzrost pH).

Najmniej sprzyjajace warunki do rozwoju badane szczepy Staphylococcus
aureus, gronkowcow koagulazo-ujemnych, Escherichii coli i Streptococcus
agalactiae znajduja w temperaturze pokojowej. W warunkach tych intensywnie
namnazaja si¢ pateczki z rodzaju Lactobacillus, a zmniejszona przezywalnos¢
bakterii chorobotwérczych i warunkowo chorobotworczych zwiazana jest ze
wzrostem kwasowosci mleka. Wedtug Molskiej (9) w czasie przetrzymywania
mleka w stanie nieschtodzonym gronkowce moga si¢ namnaza¢ tak diugo, az
wzrost kwasowosci mleka, powodowany dzialaniem bakterii kwaszacych, za-
hamuje dalszy ich rozw6j. Badania wlasne wykazaly obecnos¢ mikroflory pato-
gennej w mleku przechowywanym w temperaturze pokojowej jeszcze po 72
godzinach, pomimo stwierdzonych ,gotym okiem” zmian organoleptycznych
mleka. Jedynym drobnoustrojem, ktéry zanikl po 60 godzinach, byt Staphylo-
coccus aureus.
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Stosowany powszechnie w dzisiejszej technologii mleczarskiej proces paste-
ryzacji i UHT zabezpiecza zdrowie konsumentéw przed kontaktem z mikroflora
patogenna. Jednakze nalezy mie¢ na uwadze, ze czg$¢ mleka w Polsce spozywa-
na jest bezposrednio przez mieszkancéw gospodarstw wiejskich jako mleko
niepoddawane obrébece termicznej. Cze$¢ takiego niepasteryzowanego mleka
trafia takze na rynek miejski. Mleko niepasteryzowane znajduje wigc zbyt, przez
co moze zaistnie¢ mozliwos$¢ narazenia zdrowia konsumentow.

WNIOSKI

1. Drobnoustroje patogenne najczgsciej izolowane z badanego mleka zali-
czono do gronkowcéw (gronkowce koagulazo-ujemne — 88%, gronkowiec ztoci-
sty — 38%), paciorkowcow — Streptococcus agalactiae — 41%, Streptococcus
uberis — 32%, natomiast pateczki gram-ujemne w najwyzszym odsetku repre-
zentowane byty przez Escherichie coli —39%.

2. Najmniejszy udziat procentowy (5%) w zawartosci mikroflory chorobo-
tworczej stanowity drozdzaki.

3. Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae izolowane z mleka
konwiowego charakteryzowaly si¢ wysoka przezywalnoscia w temperaturze —
20°C, podczas gdy pozostate (CNS i pateczki Escherichia coli) zanikaty w tych
samych warunkach po 16 dniach przechowywania.

4. Temperatura pokojowa (ok. 20°C) stanowita do$é korzystne warunki ter-
miczne dla izolowanych drobnoustrojéw, gdyz w czasie 72 godzin zachowywaty
one swoja zywotno$¢, pomimo zmian organoleptycznych zachodzacych w mleku.

5. Przezywalno$¢ mikroflory chorobotworczej i warunkowo chorobotwérczej
izolowanej z mleka zbiorczego wskazuje na mozliwo$é narazenia zdrowia konsu-
menta, spozywajacego mleko niepoddane obrébee termicznej (pasteryzacja, UHT).
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SUMMARY

Studies on the pathogenic and conditionally pathogenic microflora in collected milk on the
one hand give the chance to evaluate the microorganisms population responsible for mastitis and
on the other, they raise the awareness of the health risk for milk consumers.

Microorganisms isolated from the examined milk were classified as Staphylococci (CNS —
88%, Staph. aureus — 38%), Streptococci (Str. agalactiae — 41%, Str. uberis — 32%), while the
highest percentage of gram-negative bacteria was represented by E. coli — 39%. Staph. aureus and
Str. agalactiae isolated from the collected milk displayed a characteristically high survival rate in
the temperature of —20°C, while the remaining bacteria (CNS and E. coli) vanished after 16 days
of storage in the same conditions. Room temperature (of about 20°C) offered quite good thermal
conditions for the isolated strains because they retained vitality despite the organoleptic changes
taking place in the milk.

Survival rate of pathogenic and conditionally pathogenic microflora isolated from collected
milk indicates the possibility of health risk for consumers of non-pasteurised milk.



