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Uvod

U naslovu ove teme postoji prividni paradoks, pa odmah treba reéi da
se radi o bakteriolo$koj analizi nesterilnih pakovanja kratkotrajno sterilizi-
ranog mlijeka, dakle onih, u kojima je do3lo do umnoZavanja bakterija, a s
time i do kvarenja proizvoda.

Problemi bakteriologije kratkotrajno steriliziranog mlijeka kod kojeg
nije do§lo do poveéanja broja bakterija, odnosno problemi letalnog i suble-
talnog oSteéenja bakterijskih stanica su svakako vrlo interesantni i znan-
stveno vazni, ali za prakti¢ne svrhe svakodnevne proizvodnje je bitno pozna-
vanje bakteriologije kontaminiranih paketica.

Cilj i svrha bakterioloske analize je u ovom sludaju odredivanje uzroka
nesterilnosti.

Bakteriologija bi naime morala dati premise koje dovode do konaénog
zakljuéka o uzroku ili uzrocima nesterilnosti. Rezultat bakterioloSke analize
mora biti slika uzroka nesterilnosti, a metode da se to postigne tako konci-
pirane da u najmanjem broju zahvata daju Zeljeni rezultat.

Podjela nesterilnosti

Nesterilnost se u praksi moZe klasificirati na viSe razli¢itih naéina.

Prema izvoru i nadinu kontaminacije razlikuju se dvije grupe nesteril-
nosti:
1. Bakterije su usle u pakovanje zajedno s mlijekom tokom samog punjenja,
2. Bakterije su prodrle u pakovanje iz vanjske sredine kroz nehermetiéki

zatvoren paketié.

Prema tome da li je nesterilnost zahvatila cijelu proizvodnju ili samo dio,
moZemo razlikovati opéu i djelomiénu nesterilnost.

Na temelju udestalosti, odnosno rasporeda nesterilnih paketa u Sarzi
razlikujemo prema B. von Bockelmann-u (1)
1. konstantnu, 2. uzlaznu, 3. silaznu i 4. sporadi®nu nesterilnost.

Odmah moZemo reéi da se nefemo baviti onom nesterilnodéu koja je
nastala prodorom bakterija u prethodno asepti¢ki napunjen i zatvoren paketié.

Takvi problemi se rjeSavaju pomoéu defektoskopije iako je bakterioloska
analiza takvih paketa vrlo pou¢na i korisna.

Primarna nesterilnost

PokuSat ¢emo neSto viSe reé¢i o prvom tipu nesterilnosti a to je ona kod
koje su bakterije usle sa proizvodom ili materijalom za pakovanje u kasnije
besprijekorno zatvoreno pakovanje.
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Putevi i mjesta preko kojih bakterije mogu prodrijeti u sistem za sterili-
zaciju i punjenje mlijeka su razli¢iti i mnogobrojni.

To je prije svega uredaj za sterilizaciju sa homogenizatorom, cjevovodi
od sterilizatora od punilice, hladnjak i napokon sama punilica.

Svaki od ovih dijelova sistema za sterilizaciju i punjenje ima naravno
niz potencijalnih ulaza za mikroorganizme.

Da bi se rezultati bakterioloke analize doveli u vezu sa dijelom sistema
odgovornim za nesterilnost, potrebno je vrlo dobro poznavati sve vaZine teh-
ni¢ke karakteristike sistema. Za to je potrebno odredeno iskustvo.

Bez takvog pristupa ostaje bakterioloska analiza usamljena i neisko-
riStena, pa kona&na svrha nee biti postignuta.

Bakterioloska analiza

Na3a prakti¢na iskustva stefena na nesterilnim proizvodnjama nam
govore da je dobro ako se postupa po odredenom rasporedu.

Ovaj rad nema pretenziju da propisuje sheme po kojima se obavezno
mora raditi. Zeli se samo uk#zati na neke moguénosti koje stoje na raspo-
laganju pri pokuSaju rjeSavanja slu¢ajeva nesterilnosti.

Svaki konkretni, pojedini sludaj traZi odgovarajuéi pristup, a metode
bakterioloSke analize su samo sredstvo da se #to prije dode do cilja.

To, da li ée se izvesti sve ovdje opisane analize, pa i sam naéin izvodenja,
zavisit ¢ée od stru€njaka koji vodi postupak, odnosno od realnih potreba.

Metode

1. Pripremiti obojeni mikroskopski preparat

Mikroskop je prvo sredstvo pomoéu kojega mozemo stupiti u konktakt
s mikroorganizmima koji su uzrokovali nase probleme.

On nam moZe reéi i puno i malo, ovisno o tome sa kakvim mikroskopom
raspolazemo i koliko poznajemo tehniku bojenja i mikroskopiranja. Iako se
radovi o tome objavljuju od otkriéa mikroskopa, dobar istraZiva¢ ée pogledom
kroz mikroskop steéi vaZna saznanja o uzroéniku kontaminacije.

Razne tehnike diferencijalnog bojenja, te fazno kontrastna mikroskopija
¢e dati odgovor na pitanje o morfoloskim karakteristikama bakterija, o even-
tualnoj prisutnosti spora, te o tome da li se radi o monokulturi ili o viSe raz-
li¢itih vrsta.

Definitivni odgovor na pitanje da li se radi o monokulturi ili o viSe razli-
¢itih vrsta bakterija daje ¢itav niz ostalih testova pomoéu kojih se deter-
miniraju bakterije.

Za praktitne svrhe je dovoljan mikroskopski preparat i morfologija
kolonija na &évrstoj podlozi.

Nadalje, preparat daje prvi uvid u gustoéu populacije 3to je vaZno za
slijedeée zahvate $to su npr. odredivanje broja potrebnih razrjedenja i izo-
lacija &istih kultura.

2. Napraviti niz razrjedenja osnovnog uzorka

Razrjedenja su potrebna da bi se pomoéu njih odredio ukupan broj Zivih
bakterija metodom brojenja na évrstoj podlozi, te za izolaciju é&istih kultura
bakterija.
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Iz gustote populacije mikroskopskog preparata moZe se zakljuéiti koliko
razrjedenja treba pripremiti da bi se »uhvatio« broj kolonija izmedu 30 i 300
na jednoj ploéi koje se broje za rezultat.

3. Odrediti broj zivih bakterija po standardnoj metodi brojenja

na ¢évrstoj podlozi

Sama metoda je dobro poznata, pa o tome ne bi trebalo posebno govoriti.
Treba medutim, upozoriti na éinjenicu da pojava anaerobnih bakterija nije
iskljuéena iako se rijetko deSava.

Zbog toga treba biti paZljiv pri interpretaciji rezultata eksperimenata,
pogotovo ako mikroskopski preparat stoji u suprotnosti sa pokusom na plo-
¢ama, tj. ako se na mikroskopskom preparatu originalnog uzorka vidi wveliki
broj bakterija, a na plofama ih nema ili je rast vrlo slab. Zbog toga bi bilo
dobro barem jednu ploéu ostaviti na inkubaciji pod anaerobnim uvjetima.

4. Odrediti ukupan broj Zivih bakterija metodom razmazivanja
0,1 ml svakog razrjedenja

Tom metodom se postife jasan uvid u morfologiju kolonije svih prisutnih
aerobnih bakterija §to moZe biti takoder vaZan podatak za stvaranje kom-
pletne slike o kontaminaciji, narodito ako se kontinuirano prati mikrobio-
loska situacija u pogonu, tj. mikroflora zraka i povr3ina koje su u kontaktu
s materijalom za pakovanje, te mikroflora sirovina.

5. Izolirati ¢&iste kulture bakterija metodom nacjepljivanja na ¢vrstim

podlogama

Za izolaciju ¢istih kultura bakterija koristi se jedno od niza razrjedenja.
Mikroskopski preparat originalnog uzorka daje orijentaciju koje razrjedenje
treba nacijepiti. Treba voditi raéuna i o tome da je gustoéa populacije u epru-
veti sa fizioloSkom otopinom takva da su kolonije kada porastu na &vrstoj
podlozi u Petrijevoj zdjelici lijepo razvijene, ali da se zbog premalog broja
bakterijskih stanica ne dogodi da se koja vrsta izgubi.

To je jednostavan pokus, a moZe sluZiti kao informacija ili kao baza
za daljnji rad.

6. Izvesti pokus na termorezistenciju

Pokus na termorezistenciju se provodi sa originalnim materijalom ili sa
izoliranim kulturama. Eksperiment se izvodi na dvije temperaturne razine,
odnosno pri uvjetima 80°C/10’ i 100°C/10°.

Tako saznajemo da li se radi o termolabilnim ili termorezistentnim spo-
rama.

To nam pruZa dragocjene podatke pod uvjetom da poznajemo tehniéke
karakteristike pogonskog uredaja za sterilizaciju i punjenje.

Sam pokus se izvodi tako da se po 1 ml sadrZine kontaminiranog pako-
vanja prenese u sterilnim uvjetima u dvije epruvete sa po 9 ml sterilne fizi-
oloske otopine.

Jedna epruveta se zatim stavi u vodenu kupelj zagrijanu na 80°C, a druga
u kupelj sa 100°C,

Nakon 10 minuta se zagrijavanje prekine. NeSto materijala iz svake epru-
vete se prenesu pomo¢u mikrobiolo§ke uSice na Petrijeve plofe s évrstom
podlogom, te stavi na inkubaciju.

Dobro je ako se radi sa podlogama koje stimuliraju germinaciju, odnosno
rast spora.
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7. Diferencijalna bojenja
a) Bojenje po Gram-u

Na biolo§kom materijalu dobivenom u raznim fazama rada mogu se izvr-
§iti razni testovi u svrhu pobliZe determinacije prisutnih bakterija.

Svakako treba izvesti bojenje po Gram-u. Pri tome se mora obratiti
paZnja na pojavu Gram varijabilnosti kod nekih Gram pozitivnih bak-
terija.

Zbog toga se bojenje vrSi na svjezim kulturama starim izmedu 12 i 24
sata, a u bakteriolofkom laboratoriju bi trebalo imati svjeZe test kulture
Gram pozitivnih bakterija.

Postoje i jednostavnije metode za razlikovanje Gram pozitivnih od
Gram negativnih bakterija. Jednu od tih daju H. Kleberger i M
Busse (2).

To je postupak s kalijevom luZinom. S tim postupkom nemamo iskustva.
b) Bojenje po Ziehl-Neelsenu

Ova tehnika diferencijalnog bojenja spora je jednostavnija i tu uglavnom
nema problema.

Na preparatu obojenom na ovaj naéin vidi se oblik i veli¢ina, te smjeStaj
spore unutar bakterijske stanice.

Daljnji rad na odredivanju svojstava bakterija u smislu blize determi-
nacije, zavisi o opremljenosti laboratorija i afinitetima mikrobiologa. To moze
dati vrijedne podatke o mikroflori i o uzrocima nesterilnosti, ali treba voditi
ratuna o tome da se ne gubi vrijeme koje je ponekad vrlo dragocjeno i da je
granica do koje treba iéi odredena krajnjom svrhom ispitivanja.

8. Odrediti intenzitet kontaminacije po paletama

Veoma je vaZno znati kada je nesterilnost zapoéela, da li prema kraju
SarZe ostaje konstantna, da 1li raste, pada ili se pak javlja sporadi¢no.

To se postiZe odredivanjem broja nesterilnih pakovanja u svakoj paleti.

Ovakav posao zna po svom obimu biti veoma velik, ali se dogodi i to
da se moZe procijeniti samim pogledom na niz paleta u SarZi.

Primjer iz prakse

U jednom primjeru nesterilne proizvodnje raspored jagine kontaminacije
unutar proizvodnje lijepo se vidio kada su sve palete poredane jedna do
druge onim redom kojim su proizvedene.

Uzroénici kontaminacije su bile bakterije koje velikom brzinom fermen-
tiraju laktozu stvarajuéi kiselinu i plin. To je uzrokovalo brzo pucanje paketa.

Sto je viSe paketiéa u jednoj paleti eksplodiralo, to se ona viSe slijegala
i bivala niZa.

Prva paleta u nizu je imala svoju punu visinu, a posljednja jedva Cetr-
deset centimetara.

O¢ito je da je posljednja paleta bila najjade kontaminirana i da je kon-
taminacija postepeno rasla prema kraju proizvodnje.

U ovom sluéaju su najvaZniji podaci o uzroku nesterilnosti bili tip bak-
terija koje su uzrokovale kontaminaciju i raspored, odnosno stupanj kontami-
nacije unutar proizvodnje.

Na kakve se sve probleme u praksi moZe naié¢i neka nam posluZi primjer
jedne nesterilne proizvodnje »brika«.
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Pri redovnoj laboratorijskoj kontroli pronadeni su nesterilni uzorei vrlo
neugodnog mirisa. Prije otvaranja se na pakovanjima nisu mogli primijetiti
nikakvi vanjski znakovi kvarenja.

Kiselost se kretala od pH = 5,4 do pH = 6,25. Mikroskopska slika je
pokazala da se radi o mjeSovitoj kulturi u kojoj su dominirale kratke, debele,
Stapiéaste i kuglaste bakterije.

Na plode je nacijepljen osnovni materijal, a odmah je napravljen i pokus
na termorezistenciju.

U oba sludaja se nakon 48 sati inkubacije pri 30°C pokazao rast jedva
zamjetljiv prostim okom.

Otito se radilo o anaerobnim bakterijama. U uzorcima koji su naknadno
uzeti iz skladi$ta pronadene su bakterije karakteristi’nog kijatastog oblika,
sa terminalno smjedtenim sporama, dakle radilo se o klostridijama.

U takvom sludaju je sa standardnom opremom, predvidenom za uzgoj
aerobnih bakterija, bilo dosta te$ko stvoriti odredenu sliku o kontaminaciji.

Odludujuée é&injenice su medutim, bile da se radi o sporogenim, dijelom
termorezistentnim i anaerobnim bakterijama.

Posredna iskustva

Dragocjena iskustva sa nesterilno$éu su stefena i nizom eksperimenata
u kojima su »zdrava« pakovanja nacijepljena asepti¢ki pomoéu sterilne injek-
cione igle sa razli¢itim biolo$kim materijalom.

Prije inkubacije je povr§ina paketa premazana alkoholom koji je zatim
zapaljen i opaljena plamenikom.

Otvor od injekcione igle je zatvoren gorué¢im pedatnim voskom.

Pakovanja su stavljena na inkubaciju i kasnije otvorena, te analizirana
kemijski i bakteriologki.

BioloSki materijal, kojim su nacijepljeni paketi, je dobiven izolacijom
mikroflore iz zraka, bakterija s povrine stroja za punjenje na kojima dolazi
do kontakta sa materijalom za punjenje, iz lokvice vode u pogonu, te sa
bakterijama izoliranim iz sirovine.

Odreden broj takvih pokusa je izveden i sa &istim kulturama bakterija.

Autori koji se bave ovom problematikom opisuju detaljnije vezu mi-
kroflore koja je uzrokovala kontaminaciju proizvoda i izvora kontaminacije
odnosno dijela sistema preko kojega su bakterije prodrle u proizvod (1), (2),
(3) i (4).

Treba medutim naglasiti da su svi ti primjeri vrlo dobri sa edukativnog
stajalista, ali u svakom konkretnom slufaju je najvaZnije sakupiti Sto viSe
mjerodavnih podataka, a onda ih na temelju iskustva i zdravog razuma ana-
lizirati i pokuS$ati rijesiti problem.
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