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Sazetak

Osnova problema stafilokoka pri kontroli mleka proizlazi iz visoke fre-
kvencije nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u mleku (6, 7, 8), srazmerno
Ceste enterotoksi¢nosti (2, 3, 5) izolovanih sojeva i termostabilnosti enterotok-
sina. Za nastajanje trovanja ljudi enterotoksiénim stafilokokama potreban je
visok broj stafilokoka koji se stvara u neodgovarajuéim uslovima d¢uvanja
i transporta mleka.

Cuvanjem mleka ohladenog odmah posle dobijanja na 4°C i 10°C TN-aza
i enterotoksin nisu dokazani u intervalu od 48 &asova, ni pri visokim podetnim
populacijama stafilokoka. Cuvanjem mleka 9 &asova na 25°C enterotoksin i
TN-aza su pozitivni. U mleku hladenom 5 ¢asova posle muZe TN-aza se doka-
zuje posle 24 i 36 éasova w zavisnosti od poéetne kontaminacije. Iz iznetih
rezultata moZe se zakljucditi da pri nepravilnoj primarnoj obradi mleka postoje
uslovi za stvaranje dovoljnih koli¢ina enterotoksina koje mogu izazvati tro-
vanja kod ljudi. TN-aza testom mogu se otkriti uzorei u kojima je enterotoksin
na nivou detekcije.

Uvod

U nizu uzroka higijensko zdravstvene neispravnosti mleka u prometu
nalaz stafilokoka zasluzuje posebnu paznju. Razlog za to je $to predstavnik
ovog roda Staph. aureus, ili u $iroj definiciji koja je prihvaéena i propisima,
koagulaza pozitivnih stafilokoka mogu da stvaraju enterotoksine (1, 2, 3, 4, 5).
Osnova problema stafilokoka pri kontroli mleka proizilazi iz visoke frekven-
cije nalaza koagulaza pozitivnih stafilokoka u mleku (6, 7, 8), srazmerno &este
enterotoksogenosti (2, 3, 5) izolovanih sojeva, termostabilnosti enterotoksina,
bolje i duZe odrzivosti enterotoksina u mleku i proizvodima od mleka od
sojeva koji su produkovali enterotoksine i drugih €inioca (3).

Propisima o mikrobioloSkoj ispravnosti namirnica mleko je neupotrebljivo
i posle termic¢ke obrade ako sadrZi koagulaza pozitivne stafilokoke u 0,01 ml]
(Sl. list SFRJ br. 2/80 i 25/81). Veterinarskim propisima mleko krava obolelih
od subklini¢kog mastitisa izazvanog Staph. aureusom je neupotrebljivo (SL
list SFRJ 48/78). Iz ovog kratkog izvoda propisa vidi se da su preduzete mere
zadtite Goveka od 3tetnog dejstva stafilokoka u mleku. Pa ipak, pod pretpo-
stavkom da se one slede, u kontroli postoji rizik u sludaju da su stafilokoke
dokazane, a mleko otislo u promet. Ovo je najrealnija pretpostavka jer se u

Mliekarstvo 34 (2) 1984. 35



praksi mleko veteg broja proizvodata me3a (9) i tako mu se gubi trag potre-
ban za identifikaciju i iskljuéenje iz prometa u sluéaju potrebe.

Prema nasem misljenju bilo bi neophodno da se u propisima kojima se
definie postupak sa milekom u slufaju kontaminacije stafilokokama nade
metod za brzu detekeiju sumnje na prisustvo enterotoksina. Najrealnija bi bila
primena TN-aze jer prema podacima u literaturi (4, 10, 11, 12 i 13) ovaj enzim
je prisutan u populacijama stafilokoka pri kojima je enterotoksin na mivou
moguénosti detekcije, odnosno njegovog potencijalnog izazivanja trovanja
ljudi. Razlog za uvodenje ovog testa potkrepljuju podaci iz literature (3, 11)
da enterotoksin moZe da bude prisutan i posle propadanja celija koagulaza
pozitivnih stafilokoka, tj. pri negativhom bakterioloskom nalazu stafilokoka.

Poseban problem u kontroli mileka, kada su stafilokoke u pitanju, pred-
stavlja €¢injenica da su izvori kontaminacije mleka mnogobrojni, pa samim tim
i nalaz koagulaza pozitivnih stafilokoka u mleku veoma ¢est. Dosledno spro-
vodenje propisa izazvalo bi konfiskaciju velikih koli¢ina mleka, a s tim u vezi
ekonomske &tete i znafajna pomeranja u snabdevanju trziSta mlekom.

Stoga smo u vezi sa izloZenim problemima izu¢avali uslove razmnozavanja
stafilokoka u mileku, jer je za stvaranje enterotoksina potrebno da broj stafi-
lokoka iznosi majmanje 10%ml mleka, odnosno druge hranjive sredine.

Ako u mileku nema wuslova da se taj nivo postigne onda bi propise trebalo
promeniti u smislu toga da je mleko posle termi¢ke obrade neupotrebljivo pri
kontaminaciji sa 0,01/ml samo ako postoji opravdana sumnja da ce entero-
toksin mogao da stvori. To bi se proverilo odredivanjem obima kontaminacije
i dokazom indirektnog pokazatelja enterotoksina tj. TN-aze.

Naéin rada

Razmmnozavanje Staph. aureus u mleku pratili smo pri temperaturama
hladenja mleka koje su utvrdene propisima (4°C i 10°C) i pri 25°C tj. tempera-
turi nehladenog mleka koja se najéeSce utvrduje. Obzirom da na nivo popula-
cije stafilokoka u hranjivim sredinama wutjete i poéetni broj ¢elija, posma-
iranja razmnoZzavanja stafilokoka su obavljena pri pofetnom broju 102 10
i 10%ml.

Stvaranje TN-aze u mileku i enterotoksina radeno je u mleku drZanom na
razlié¢itim temperaturama koje u primarnoj proizvodnji mleka nastaju pri
pravilnoj i nepravilnoj obradi (4, 10, 15, 20, 25 i 30°C). Nivo kontaminacije
stafilokokama je varirao od 102 do 10° /ml.

Ispitivanje TN-aze je radeno prema Internacionalnom standardu 83:1978.

Dokazivanje enterotoksina je radeno seroloSkom metodom-gel imunodifu-
zijom, metodom po Wadsvorth-u

Odredivanje broja stafilokoka u mleku je radeno na Baird-Parke:
agaru.

Rezultati i diskusija

Rezultati ispitivanja porasta Staph. aureus pri razli¢itoj temperaturi pri-
kazani su na tabeli 1.

36 Mliekarstvo 34 (2) 1984



Tablica 1.
RazmnoZavanje stafilokoka u mleku pri razli¢itim temperaturama éuvanja

_k?)‘:ﬁgmiin ‘;E?e Temperatura Cuvanje mleka u intervalu (h)

Staph. au'reusf mi cuvanja mileka 0 3 6 9
102 4°C 5,0X10° 3,0X10° 3,0x10° 3,0X10?
103 6,0.X10° 6,0<X10° 6,5X10% 6,4X10%
108 4,9X10% 4,9 105 4.8X10% 5,0 X10%
102 10°C 3,0<10° 3,2X10% 3,4X10° 3,9X10*
103 6,0X103 6,0<10° 6,5X10% 8,5X10%
105 5,5% 108 5,5X10° 7,0X10° 9,5X10°
10® 25°C 2,510 5,0 X 10% 2,0x 103 1,0<10¢
10% 3,5x10% 6,02X10% 4,1X10* 5,2X10%
10° 1,5X10°% 6,0 108 5,0 <108 1,5X10™

Legenda: ' = dokazan enterotoksin

Prema ovako dobijenim podacima pri temperaturi 4° i 10°C u intervalu dc
9 gasova populacija stafilokoka ne dostize broj potreban da se sivore koli¢ine
cnterotoksina koje se mogu dokazati. Enterotoksin pri ovim temperaturama
nije dokazan ni posle 48 ¢asova inkubacije.

Pri temperaturi 25°C enterotoksin je dokazan u mleku posle 9 ¢asova, ali
samo pri pofetnoj kontaminaciji 10%ml.

Iz ovog proizilazi da je za stvaranje enterotoksina u mleku-pored tempe-
rature — znatajan i obim kontaminacije stafilokokama.

U wslovima primarne obrade mleka koji su €esti kod individualnih proiz-
vadata mleko se posle muze ne hladi veé se u razli¢itom vremenskom inter-
valu predaje sabirnom mestu gde se ukljuéuje u proces hladenja. Utjecaj ova-
kve nepravilne primarne obrade mleka na razmnoavanje stafilokoka i stva-
ranje produkata metabolizma koji su indikativni za enterotoksin prikazano je
u tablici 2,

Tablica 2.
RazmnoZavanje stafilokoka u nepravilne hladenom mleku
Vremensk] Broj stafilokoka/ml mleka
ﬁ?gzvn?; Oznaka uzorka
sati I 11 I1I v
0 4X10° 2103 5,2X10% 4,4X10%
20 1,8X10¢ 2,9X10¢ 3,3X108 2,3X10¢°
24 6,1X104 9,4X10¢ 2,9X108 6,0X 108"
36 3,6 X 10 9,810 3,110 3,4X108
48 8,8X104 1,4X10% 7,9X10% 1,0 <107

Legenda: * = dokazana TN-aza
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Iz tablice se uotava da se stafilokoke razmnozZavaju u intervalu do 48 éa-
sova i da je povetanje broja ovih mikroorganizama najintenzivnije u prvih 10
¢asova §to ukazuje na zna¢aj poéetka hladenja mleka. Uzorci mleka sa viSom
potetnom kontaminacijom stafilokoka u uslovima nepravilnog hladenja posle
24 i 36 dasova stvaraju TN-azu koja je indikativna za enterotoksin.

Moguénost otkrivanja stafilokoknog enterotoksina prethodnim dokaziva-
njem TN-aze prikazano je u tablici 3.

Tablica 3.
Dokazivanje enterotoksina i TN-aza stafilokoka u mleku éuvanom pri razli¢itim
temperaturama
Temperatura Ikont?rggacije Vreme inkubacije u tasovima
eka stafilokoka 0 3 6 9
40C 103/ml 6,010% 4,1X10% 2,010 2,0<10%
10%/ml 1,5X10% 1,5X10° 1,0 10° 2,1X10°
10°C 10*/ml 4,0X10° 4,0%10° 4,2X10° 8,0X102
10%/m1 6,0X 103 6,0X10° 6,5 10% 8,5X10°
10%/ml 6,5X10° 5,5 X 10° 7,0X10° 9,5X10°
15°C 10%/ml 2,0X10° 3,5X10° 4,5x10° 3,010
10%/ml 2,0X10¢ 3,5X104 3,5X104 3,56X10*
20°C 10%/mil 2,5X10° 5,5 X10° 5,5X10* 1,5X103
10/mil 2,010 6,7X10% 6,6 X10* 1,5X 10°
25C 10%/ml 2,510 5,0 X102 2,0 X108 1,0X10¢
10%/ml 3,5X10° 6,0X 10 4,1X104 5,2 % 109
104/mi 2,0X 10 7,0 X104 1,8X10° 1,5X10%
105/ml 1,5 X10% 6,0:X10° 5,0X10% 1,5 X107
30°C 10%/ml 2,5 102 8,0X10° 4,5X10¢ 5,6 108"
104/ml 2,5X10¢ 3,4 X10° 1,2:X108" 9,0:410™

Legenda: * = dokazana TN-aza
Legenda: * = dokazan enterotoksin

TN-aza i enterotoksin se me stvaraju u mleku éuvanom 9 &asova na 4°C
Na temperaturama 10,15 i 20°C pove¢anje populacije stafilokoka zavisi od po-
¢etnog nivoa i u ispitivanom intervalu (9 fasova) ne dostiZe nivo na kome s¢
dokazuju TN-aza i enterotoksin. U uzorcima mleka ¢uvanim 9 ¢asovima na
25°C TN-aza i enterotoksin se dokazuju u zavisnosti od potetne kontaminacije
stafilokokama.

TN-aza se dokazuje u uzorcima mleka posle 9 Casova pri poéetnoj konta-
minaciji 10* ili ve¢ posle 6 &asova pri pocetnoj kontaminaciji 105 stafiloko-
ka/ml. Enterotoksin je dokazan u uzorcima mleka kontaminiranim 10% stafi-
lokoka/ml posle 9 &asova. Drzanjem mileka na 30°C TN-aza se dokazuje posle
6 i 9 ¢asova ako je poletna kontaminacija iznosila 10* i 10*/m] stafilokoka. Ente-
rotoksini se dokazuju posle 9 &asova u uzorcima mleka sa potetnom kontami-
nacijom 104 stafilokoka/ml.
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U pravilno ohladenom mleku nema uslova za nastajanje visoke populacije
stafilokoka pa s tim u vezi ni stvaranja enterotoksina, §to predstavlja efikasnu
meru zaStite od trovanja ljudi enterotoksinima stafilokoka.

Na prijemnoj rampi u mlekari nemoguée je utvrditi prethodne uslove u
kojima se mnalazilo mleko, pa je stoga potrebno brzom kontrolom fizdvojiti
uzorke sumnjive na prisustvio enterotoksina. Da bi se poboljsala kontrola mle-
ka potrebno je u mleku mtvrditi prisustvo TN-aze, jer bi se na taj naéin po-
veéala zaitita potroSata od konzumiranja mleka koje sadrzi enterotoksin.

Zakljuéci

Hladenjem mleka posle muZe na 4°C i 10°C ne nastaje intenzivno pove-
éanje populacije stafilokoka zbog ¢ega ni enterotoksin nije dokazan.

U nepravilno hladenom mleku pri razliditim vremenskim intervalima
(24—36M) stidu se uslovi za razmnoZavanje stafilokoka i nastajanje dovoljnih
koli¢ina enterotoksina koji se mogu dokazati.

Primenom TN-aze testa postiZe se efikasna mera zastite potrosada od tro-
vanja stafilokoknim enterotoksinima, jer se ovim testom otkrivaju uzorci mie-
ka u kojima je nastala visoka populacija stafilokoka, a s tim u vezi i stvaranje
enterotoksina.

Summary

A basic problem dealing with the control of milk referes to the high
frequency by wich the coagulase of the positive staphilococci is found in milk
(6, 7, 8) as related to the enterotoxicity (2, 3, 5) of the isolated strains and the
thermolability of enterotoxines. A high count of staphilococci is necessary to
get people poisoned by enterotoxic staphilococci which use to grow under
inadequate milk storage and transport conditions.

By storing milk cooled down to 4°C, and 10°C just after it was milked, no
TN-ase and enterotoxine were recorded within 48 hours, even not in cases
when a high initial population of staphilococci was observed. By storing milk
for 9 hours at 25°C the enterotoxines and TN-ase were positive. In milk, coo-
led for 5 hours after milking, a TN-ase was observable after 24 an 36 hours
dependent on the value of the initial contamination. From the results presen-
ted the conclusion can be drawn that an incorrect processing of milk help ic
create conditions favouring formation of a sufficient quantity of enterotoxins
capable of getting people poisoned. By a TN-ase test it was posible to screen
out samples indicative of enterotoxines the quantity of which was recorded
on the detection level.
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