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SaZetak

Kvalitetno i higijenski ispravno mlijeko mora zadovoljavati uvjete koje
propisuje Pravilnik o kakvoci svjezeg sirovog mlijeka (NN102/2000.). Ako
znamo da svjeze pomuzeno mlijeko moze sadrzavati i mikroorganizme iz zraka
staje, provedeno istraZivanje moze pomoci u utvrdivanju mikroklimatskih
uvjeta koji utjecu na takvo oneciscenje. IstraZivanje je provedeno u staji
muznih krava pri cemu su analizirani osnovni pokazatelji mikroklime te
brojnost mikroorganizama u stajskom zraku. Mjerenja su obavljana ujutro,
podne i vecer jedan puta tjedno tijekom dva mjeseca. Pokazatelji mikroklime
utvrdivani su standardnim, atestiranim uredajima TESTO 400 (Testo Inc.,
Njemacka) i MERCK MAS-100, (MERCK KgaA, Darmstadt, Njemacka).
Uzorci zraka su nacijepljeni na gotove podloge Columbia i Sabouraud agara
(Biolife, Milano, lItalija). Nakon inkubacije i brojenja izraslih kolonija
najcesce kolonije su precijepliene na selektivne podloge te identificirane
mikrobioloskim postupcima. Dobivene vrijednosti obradene su statisticki
programom Statistica. Srednje vrijednosti ukupnog broja bakterija u stajskom
zraku kretale su se izmedu 8,81 x 10° CF U/m® u podnevnom terminu, do 1,26 x
10° CFU/m’ u vecernjem terminu mjerenja, a srednje vrijednosti ukupnog
broja gljivica u stajskom zraku kretale su se u granicama od 5,23 x 107
CFU/m’ u podnevnom terminu, do 8,35 x 10* CFU/m’ u jutarnjem terminu
mjerenja. Identificirano je 10 rodova bakterija, a najcesce zastupljene bile su
gram-pozitivne  bakterije, poglavito one iz roda Staphylococcus i
Streptococcus. Od gljivica je identificirano 9 rodova, pri cemu su prevladavali
rodovi Aspergillus, Penicillium, Rhisopus i kvasci. Wilcoxon-ovim testom
ekvivalentnih parova na razini statisticke znacajnosti p<0,05 dokazano je da
na ukupan broj bakterija u zraku staje izravno utjeCe temperatura zraka,
relativna viaga i brzina strujanja zraka. Broj i vrsta identificiranih
mikroorganizama u zraku staje mozZe utjecati na higijensku kakvocu sirovog
mlijeka. Radi sprjecavanja postsekretornog onecis¢enja mlijeka, nuzno je uz
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redovito provodenje zoohigijenskih mjera provoditi i redovitu higijenu vimena
prije i poslije muznje te pribora za muznju.

Kljucne rijeci: mikroorganizmi, zrak, mlijeko, zagadenje

Uvod

Broj mikroorganizama u zraku staje ovisi o strukturi i funkcionalnosti
objekta, gustoéi populacije zivotinja, nadinu drzanja, mikroklimatskim
pokazateljima (temperatura, relativna vlaga, brzina strujanja zraka,
osvjetljenje), sustavu prozracivanja, nacinu hranjenja, napajanja i uklanjanja
gnoja. Ukoliko je poviSena, ocituje se negativnim djelovanjem na zdravlje i
proizvodnost Zivotinja (Lang i sur., 1997.; Seedorf i sur., 1998.; Takai i
sur., 1998.).

Mikroorganizmi u zraku staja sastavni su dio bioaerosola koji
predstavljaju nakupine razli¢itih estica bioloskog materijala u zraku. Cestice
koje obrazuju bioaerosol jesu Cestice praSine, bakterijske stanice i njihovi
dijelovi, zatim su to spore gljivica, fragmenti nuzprodukata njihovog
metabolizma, Cestice tekuc¢ina, odnosno sastojci hlapljivih organskih spojeva.

Ukupan broj mikroorganizama u zraku staja (CFU) iskljuCuje mrtve
mikroorganizme 1 one koje se ne prenose zrakom, nego predstavlja samo
skupinu zivih mikroorganizama, a uvjetovan je vrstom zivotinja i nacinom
drzanja (Miiller i Weiser, 1987.; Hartung, 1998.). Prema podatcima iz
literature taj se broj u nastambama za muzne krave moze kretati od 10° do 10’
CFU/m’ zraka (Seedorf i sur., 1998., Wijnand, 1997.; Hartung, 1994.,
1998.).

Pravilnik o kakvoc¢i svjezeg sirovog mlijeka (NN 102/00) propisuje uvjete
kojima mora udovoljavati sirovo mlijeko pri otkupu. Prema tom Pravilniku
trziSnu vrijednost viSe ne odreduje samo kemijski sastav, ve¢ i broj somatskih
stanica 1 mikroorganizama u svjezem sirovom mlijeku. Mlijeko standardne
kakvoce ne smije sadrzavati vise od 100 000 mikroorganizama i ne vise od
400 000 somatskih stanica u jednom mililitru. Nalaz somatskih stanica
neposredno se vezuje uz zdravstveno stanje vimena. Mikroorganizami dospiju
u mlijeko iz vimena 1 iz stajskog zraka u kojemu se nalaze kao sastavni dio
bioaerosola.

Stoga istrazivanje provedeno u staji za muzne krave, s posebnim
naglaskom na brojnost bakterija i gljivica u stajskom zraku moZze pomo¢i u
utvrdivanju mikroklimatskih c¢initelja koji mogu utjecati na takav oblik
postsekretornog onecis¢enja mlijeka.
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Materijal i metode

Istrazivanje je provedeno u staji muznih krava pri ¢emu su analizirani
pokazatelji mikroklime s naglaskom na brojnosti bakterija i gljivica u stajskom
zraku.

Staja dimenzija 5,0 x 6,0 m, visine 3,0 m nalazi se u klasi¢no gradenom
objektu na dnu okuénice. U njoj se nalazi 5 krava vezanih uz valove
postavljene obostrano uz hranidbeni hodnik. Pod je betonski, a lezista se stelje
i redovito Ciste.

Krave borave u staji tijekom Citave godine i hrane se sijenom, sjenazom i
koncentratom. Vodu dobivaju iz komunalnog vodovoda u automatske pojilice.
Muzu se jutrom i1 u vecer pomocu prenosive muzilice. Pomuzeno mlijeko
odmah se odvozi na sabirno mjesto, jer ovo gospodarstvo nema vlastiti
rashladni ureda;j.

Mjerenja su obavljana ujutro, u podne i uvecer jedan puta tjedno tijekom
dva mjeseca.

Temperatura, relativna vlaga i brzina strujanja zraka mjereni su pomocu
atestiranog uredaja TESTO 400 (Testo Inc., Njemacka). Uzorci zraka su
nacijepljeni uredajem MERCK MAS-100, (MERCK KgaA, Darmstadt) na
gotove podloge Columbia 1 Sabouraud agara (Biolife, Milano, Italija). Podloge
su potom inkubirane 72 sata u inkubatoru na temperaturi 37 °C za bakterije i
na 22 °C tijekom 5 dana za gljivice.

Nakon inkubacije brojene su izrasle kolonije, a one najzastupljenije su
precijepljene na selektivne podloge 1 identificirane mikrobioloskim
postupcima kako ih opisuju Quinn i sur. (1994.) te API sustavom (bio-
Me¢érieux, Marcy-I'Etoile, France). Plijesni su identificirane nativnim
preparatom.

Dobivene vrijednosti obradene su statisticki programom Statistica,

Wilcoxon-ovim testom ekvivalentnih parova na razini statistiCke znacajnosti
od 5 % - p<0,05.

Rezultati i rasprava
Srednje vrijednosti ukupnog broja bakterija u stajskom zraku kretale su se
u granicama od 8,81 x 10* CFU/m’® u podnevnom terminu, do 1,26 x 10°
CFU/m’ u vedernjem terminu mjerenja. Srednje vrijednosti ukupnog broja
gljivica kretale su se izmedu 5,23 x 10* CFU/m’ u podnevnom terminu, do
8,35 x 10" CFU/m’ u jutarnjem terminu mjerenja. Rezultati provedenog
istrazivanja u skladu su s vrijednostima koje za ukupan broj mikroorganizama
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iz zraka navode Wathes, 1994.; Hartung, 1994.; Wijnand, 1997.; Seedorf
1 sur., 1998.

Tablica 1: Deskriptivna statisticka analiza broja bakterija, gljivica i osnovnih
mikroklimatskih cinitelja

Table 1: Descriptive statistic analysis of bacteria, fungi count and basic
microclimate parameters

Aritmeticka Standardna | Standardna
sredina | Minimum | Maksimum | Varijanca | devijacija | pogreska
n | Arithmetic | Minimum | Maximum | Variance | Standard Standard
mean deviation error
Jutro 8 |1,14°x10° 1,97 x 10*] 2,52 x 10° | 7,03 x 10° | 8,39 x 10* | 2,96 x 10*
o s Morning
g g| Podne 8 |8,81°x10%]3,10x 10*| 2,55 x 10° | 6,42x 10°| 8,01 x 10* | 2,83 x 10*
5 3 Noon
m | Vecer
) 8 [1,26°x 10°(3,09x 10| 2,84 x 10° | 8,15x 10° | 9,03 x 10* | 3,19x 10*
Evening
Jutro a 4 3 5 9 4 4
) 8 [8,35°x10*[1,97x10°| 2,70 x 10° [8,29x 10°| 9,10 x 10* | 3,22 x 10
° Morning
-2 'Bh Podne a1 4 5 9 4 4
2 8 Noon 8 [523*x10*[1,45x10*| 1,84 x 10° 3,01 x 10°| 5,49 x 10* | 1,94x 10
Cha -
Vecer 8 |7,07*x10%|1,11x 10*| 2,67 x 10° | 6,68x 10°| 8,17x 10* | 2,89 x 10*
Evening
e | t°C | 8 14,00° 10,04 18,60 6,65 2,58 0,91
o .=
§ E lrvith %] 8 77,10° 67,40 83,10 29,30 5,41 1,91
= wm/s| 8 0,07° 0,04 0,11 0,00 0,02 0,01
[}
g ‘g . toc | 8 1,60° 9,76 18,40 12,60 3,55 1,25
Zz=| £ §
E 2 Eé rv/ith % 8 68,40° 53,80 81,40 121,00 11,00 3,88
‘§§ wm/s| 8 0,09° 0,04 0,10 0,00 0,02 0,01
| t°C | 8 14,00° 9,48 20,30 13,10 3,62 1,28
Q .=
8 § vith % 8 73,60° 62,90 79,60 41,70 6,46 2,28
= lwmis| 8 0,08° 0,05 0,14 0,00 0,03 0,01

n=broj mjerenja/number of measurements; CFU=Dbroj kolonija/colony forming unit;
rv/th=relativna vlaga/relative humidity; *“"=aritmeti¢ke sredine koje ne dijele isto slovo u
eksponentu razlikuju se na razini statisticke znacajnosti p< 0,05 / arithmetic means that do not
share the same letter in superscript were statistically significantly different at p<0.05
Izmjerene vrijednosti temperature u staji za muzne krave bile su izmedu
9,5 °C 1 20,3 °C, relativne vlage izmedu 53,8 % 1 83,1 %, a brzine strujanja
zraka imale su vrijednost od 0,04 m/s do 0,14 m/s. Ti rasponi sugeriraju
zakljucak da zivotinje borave u primjerenim mikroklimatskim uvjetima.
Naime, pretpostavlja se da je za muzne krave optimalna temperatura izmedu 5
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1 25 °C, uz udjel vlage 65 - 85 % (Caput, 1996.; Hinz 1 Linke, 1998,
Miiller i Weiser, 1987.; Phillips i sur., 1998., Vuc¢emilo, 2002.).

Wilcoxon-ovim testom ekvivalentnih parova na razini statisticke
znacajnosti p<0,05 dokazano je da na ukupan broj bakterija i gljivica u zraku
staje izravno utjeCe temperatura, relativna vlaga i brzina strujanja zraka
(tablica 1).

U zraku staje za muzne krave identificirano je 10 rodova bakterija.
Najzastupljenije su bile gram-pozitivne bakterije, poglavito one iz roda
Staphylococcus 1 Streptococcus. Gram-negativne bakterije bile su zastupljene
u malom postotku - najéeS¢e one iz roda Moraxella, Pseudomonas i
enterobakterije (tablica 2).

.....

Table 2: Identification of the most common bacteria

Bakteri:ja Mj()lit;;g i?:élne eréer
Bacteria (%) (%) Evening (%)
Alcaligenes sp. 0,00 0,00 0,50
Bacillus sp. 13,00 15,50 16,00
Corynebacterium sp. 6,00 1,30 5,80
Enterobacteria 0,09 0,70 0,40
Micrococcus sp. 1,20 2,50 8,60
Moraxella sp. 0,23 0,70 0,00
Proteus sp. 0,19 0,30 0,01
Pseudomonas sp. 0,19 0,00 0,05
Staphylococcus sp. 39,00 43,00 38,00
Streptococcus sp. 40,10 36,00 30,64

U stajskom zraku identificirano je 1 9 rodova gljivica. Prevladavali su
rodovi Aspergillus, Penicillium, Rhisopus 1 kvasci (tablica 3). Dobiveni
rezultati o kvalitativnom sastavu zraka u staji za muzne krave odgovaraju
podatcima iz literature (Wilson i sur., 2002.; Zucker i Miiller, 2000.,
Zucker i sur., 2000.).
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Tablica 3: Identifikacija najceséih gljivica
Table 3: Identification of the most common fungi

Gljivica Jutrp e Vecer
Fungi Moming el Evening (%)
(%) (%)
Alternaria sp. 1,50 0,50 0,00
Aspergillus sp. 31,00 30,00 33,00
Cladosporium sp. 2,60 5,00 4,50
Fusarium sp. 1,30 8,30 7,50
Kvasac / Yeast 22,00 22,00 22,00
Mucor sp. 2,30 1,30 4,35
Penicillium sp. 25,00 25,00 21,00
Rhisopus sp. 13,00 7,83 7,50
Scopulariopsis sp. 1,30 0,07 0,15
Zakljucak

Na ukupan broj bakterija i gljivica u stajskom zraku izravno utjece
temperatura zraka, relativna vlaga i brzina strujanja zraka, $to je potvrdeno
Wilcoxon-ovim testom ekvivalentnih parova na razini statisticke znacajnosti
p<0,05.

Broj i vrsta identificiranih mikroorganizama u zraku staje moze utjecati na
higijensku kakvocu sirovog mlijeka, ali bi za objektivniju ocjenu bilo korisno
istovremeno analizirati kvalitetu mlijeka te higijenu opreme za muznju i
higijenu muzaca. Radi sprjeCavanja postsekretornog oneciS¢enja mlijeka,
nuzno je uz redovito provodenje zoohigijenskih mjera provoditi i redovitu
higijenu vimena prije i poslije muznje te pribora za muznju.
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MICROORGANISMS IN STABLE AIR AS POSSIBLE
POSTSECRETORY MILK CONTAMINANTS

Summary

Quality and hygienic correct milk must satisfy conditions which are
prescribed by Law on Raw Milk Quality (NN102/2000). If we know that
freshly milked milk could contain a certain number of microorganisms
originating from the stable air (so called postsecretory contamination),
performed research can help in establishing microclimatic factors that can
influence that kind of contamination. Research was carried out in a dairy
stable, basic microclimatic parameters were analyzed as well as number of
microorganisms in the stable air. Measurements were executed in the
morning, at noon and in the evening, once a week, during two months.
Microclimate parameters were determined by standard, attested Testo 400
device (Testo Inc., Germany) and Merck MAS-100 device (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany). Air samples were inoculated on prepared Columbia
and Sabouraud agar (Biolife, Milan, Italy). After incubation and counting, the
most common colonies were reinoculated on selective medium and identified
by microbiological procedures. Obtained values were analyzed by statistical
program Statistica. Mean values of total bacterial count in stable air were
between 8.81 x 10° CFU/m’ at noon up to 1.26 x 10° CFU/m’ in the evening,
and mean values of total moulds count in stable air were between 5.23 x 10°
CFU/m’ at noon up to 835 x 10° CFU/m’ in the morning. Ten bacterial
genus’s were identified. The most common bacteria in stable air were gram-
positive bacteria, specially Staphylococcus i Streptococcus genera. Nine
mould genera were isolated, predominated by the genera Aspergillus,
Penicillium and yeasts. By Wilcoxon matched pair test at a level of statistical
significance of p<0.05 was demonstrated that air temperature, relative
humidity and air flow velocity directly influence on total number of
microorganisms in stable air. Number and species of identified
microorganisms in stable air could have influence on hygiene quality of fresh
milk. Therefore, by regularly conduction of zoohygienic measures, regulatory
udder hygiene before and after milking as well as milking equipment hygiene
have to be conducted, to prevent postsecretory milk contamination.

Key words: microorganisms, air, milk, pollution
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