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MIKROBIOLOGICKA ZATAZENOST OVCIEHO MLIEKA OD PRVOVYROBY
PO JEHO SPRACOVANIE

THE MICROBIOLOGICAL LOAD OF SHEEP MILK FROM PRIMARY
PRODUCTION TO ITS PROCESSING

Milan Vasil’, Juraj Elecko, Zuzana FarkaSova
ABSTRACT

In the breeding with the average number of 220 sheep (zosl'achtena valaska) with traditional hand milking in the Eastern
Slovakia the microbiological load of milk during the process of primary production, transport, before and after
pasteurisation as well as during dairy processing to cheese curd was observed. The results in three seasons were compared
to those obtained at finishing of milking in the season before.

The microbiological load of milk was observed using the bacteriological methods for determination of the presence of
Staphylococcus sp. and other bacteria, and determination of the total number of staphylococci: a) in milliliter of pool milk
sample; b) the transport control — smears from transport tank and determination of the total number of staphylococci in the
tank milk sample; c) bacteriological examination of bulk tank milk in the dairy plant before and after pasteurisation,
including examination of cheese curd.

After pasteurisation no staphylococci were recorded as in milk as in cheese.

Out of 112 strains of Staphylococcus aureus only four strain produced staphylococcal enterotoxins (SE), but in another 7
strains a gene for production of SE, type C was found.

The measures introduced during the following season led to the fact that total numbers of coagulase-positive staphylococci
in milk within the process of primary production and transport did not exceed the limit permitted by legislation, and after

pasteurisation of milk and cheese curd they were not found at all.
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UVOD

Vyskyt stafylokokov ako indikatorovych
mikroorganizmov pri ovéom mlieku méze vyjadrovat
mieru rizika negativneho ovplyvilovania ukazovatel'ov
hygienickej kvality ako si pocet koagulaza-pozitivnych
stafylokokov, resp. celkovy pocet mikroorganizmov
V bazénovych vzorkach (Vasil’ et al., 2008).

Urovenn  technologickych — a hygienickych  postupov
ziskavania a spracovania ov¢ieho mlieka na Slovensku
Vv sti¢asnosti  odraza jednak tradiciu a zaroveri potrebu
realizacie progresivnych technologickych systémov chovu
a oSetrovania oviec s vy$$im Standardom. Pri ziskavani
ovc¢ieho mlieka je riziko, ze Cerstvo nadojené mlieko od
relativne zdravych oviec méze byt exponované nevhodnou
mlieko znehodnocujicou mikroflérou, zvycajne pocas
dojenia v nechranenom priestore, pri nespravnej technike
dojenia, manipulacii s nadojenym mlickom, resp. jeho
skladovani pri teplote nad 7 °C (Dudrikeva et al., 1998).
Starsie literarne zdroje uvadzaji kontaminaciu surového
ovCicho mlieka baktériami S. aureus, pricom zapaly
mlieénej zlazy — mastitidy, S vysokou prevalenciou su ich
vyznamnym (Petrik et al, 2001).
Potencidlnym zdrojom kontaminacie su zneCistené
povrchy technologie, odevy pracovnikov prvovyroby a
prevadzkova voda (Ondrasovic et al., 2001).

Zo strany chovatel'ov oviec orientujucich sa na mliekova
uzitkovost to vyzaduje v praxi zabezpecenie -celého
komplexu organizacnych hygienickych a zoohygienickych
opatreni, ktoré su sucastou plnenia kritérii legislativnych
noriem pre podmienky ziskavania mlieka tak v technologii

rezervoarom

tradicného rucného dojenia ako aj pri progresivnom
strojovom dojeni (Dudrikova, 2001).

Dodrziavanie zasad spravnej vyrobnej praxe a realizacia
vypracovanych systémov HACCP v prvovyrobe a pri
spracovani  mliecka je  nevyhnutnym  a ucinnym
prostriedkom spejicim k eliminovaniu vSetkych rizik
moznej mikrobiologickej kontaminacie arovnako aj
ostatnych rizik kontaminacie cudzorodymi latkami
(Cabadaj, 2001; Dudrikova, 2001; galgoviéové et al.,
2000)

Medzi vyznamné kritéria pri hodnoteni kvality ov¢ieho
mlieka  amliecnych  vyrobkov  patri  posudenie
kontaminacie  baktériou  Staphylococcus  aureus,
vyjadreného po¢tom kolénie tvoriacich jednotiek v jednom
mililitri, resp. grame vyrobku.

Cielom prace bolo Vnadvdznosti na paralelné
vySetrovanie individualnych vzoriek mlieka od kazdej
ovce sledovat dynamiku mikrobiologickej zatazenosti
mlieka produkovaného v chove s klasickym ruénym
dojenim oviec za obdobie Styroch sezon.

Priebeh kontaminacie mlieka baktériou S. aureus bol
zaznamenany v priebehu dojenia, resp. v intervale
docasného uskladnenia mlieka, transportu do mliekarne az
po jeho spracovanie na syr.

MATERIAL A METODIKA

V cieli stanovené sledovania boli realizované v chove
s poctom 220 oviec (plemena zoslachtena valaska) s
ruénym dojenim, chovanych v klasickych salasnickych
podmienkach vychodného Slovenska v priebehu Styroch
sezon dojenia.
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Ramcovy  postup sledovania ~ mikrobiologickej
zatazenosti v procese ziskavania  ov¢ieho mlieka,
jeho prvotného oSetrovania, transportu a mliekarenského
oSetrenia po spracovanie na syr je schematicky
znazorneny na obrazku 1.

Sekrét mlieCnej zlazy ako mozny zdroj stafylokokov
(odber individualnych  vzoriek ovc¢ieho mlieka,
mikrobiologické vysetrenie) bol postideny podla metod
IDF (IDF Bulletin, 1981, 1987). Prvé komplexné
vySetrenie stida pri ukonleni sezény v septembri sa
uvadza ako 0. sezona. Nasledne vysledky z 1., 2. a3.
sezony predstavuji sumar vysetreni stada obvykle na
zaciatku a pri jej ukoncenti.

Bakteriologické vySetrenie bolo zamerané na izolaciu
kmeniov ~ Staphylococcus sp., pricom boli pouzité
nesledujuce mikrobiologické postupy: kultivacia na
5 %-om krvnom agare, Médiu No 110, Baird Parker agare,
posudenie  rastovych vlastnosti na  Zzivnych pddach,
katalazova aktivita, koagulacia krali¢ej plazmy, tvorba
hemolyzinu, pigmentu apod. Izolované kmene boli
postupne vysetrené komerénym setom STAPHYtest 24

stafylokokov v 1 ml mlieka. Pocty koaguldza—pozitivnych
stafylokokov boli stanovené podl'a postupov STN EN ISO
6888 — 1/A1 (56 0089) na Baird-Parkerovom agarovom
médiu (BIOMARK Laboratories, Pune, India). Stery
z prostredia ru¢ného dojenia oviec sa odoberali pomocou
detoxikovaného tamponu a po kultivacii v zivnom bujone
boli vzorky vyockované na selektivne zivné pody.

Podmienky transportu mlieka boli kontrolované
bakteriologickym vySetrenim sterov z prepravnej cisterny
(pred naplnenim prepravnej cisterny z dna, Stien, otvorov a
ventilu a Z pomdcok pouzivanych na prepravu)
a stanovenim celkového poctu stafylokokov v cisternovej
vzorke mlicka odobratej pri jej vyprazdnovani.
Mikrobiologickd zatazenost mlieka v podmienkach
mlickarenského oSetrenia a spracovania bola urcena
bakteriologickym vySetrenim sterov, bazénovych vzoriek
mlieka pred a po pasterizacii mlieka, vratane vySetrenia
syra. Pocty stafylokokov boli stanovené podla STN EN
ISO 6888 — 1/A1l (56 0089), (2004). Vyhodnotenie
vysledkov bolo vykonavané v porovnani so Standardom
pre surové ovcie mlieko.

Technologia klasického ru¢ného dojenia

v
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[
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S - kontrolné stery z povrchu nadob pred naplnenim

n - stanovenie poctu stafylokokov v mililitri vzorky mlieka

Obr. 1. Schéma sledovania mikrobiologickej zataZenosti technologie ziskavania ov¢ieho mlieka

(Pliva-Lachema a.s., Brno, CR) a nasledne vyhodnotené
identifika¢nym programom TNW Pro, 6.5.

Mikrobiologicka zatazenost' mlieka v prvovyrobe bola
stanovena bakteriologickymi metdédami a to stanovenim
poctu stafylokokov v bazénovych vzorkich mlieka a
vySetrenim sterov (zo stien nerezovych dojnikov a
zbernych kanvi pred ruénym dojenim). Kontaminacia
ovéieho mlieka baktériami S. aureus v priebehu ruéného
dojenia bola sledovand metdodou bakteriologického
vySetrenia priebeznych bazénovych vzoriek odobratych po
vydojeni 80, 160, resp. celkovej bazénovej vzorky po
ukonceni dojenia, zameranej na stanovenie poctu

Produkciu stafylokokovych enterotoxinov (SE) bola
sledovana u 112 kmeiiov  Staphylococcus aureus,
vySetrenych stpravou Ridascreen® Set A,B,C,D,E (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Nemecko). Tieto kmene boli
nasledne metédou PCR (Becker et al., 1998) analyzované
na pritomnost  génu pre produkciu enterotoxinov.
Pritomnost’ enterotoxinov bola sledovana v prepravnej
cisterne a syrenine.

Za udelom zlepSenia parametrov zaznamenanych pri
nultom vySetreni stdda boli na zaciatku 1. sezdny prijaté
preventivne protimastitidne opatrenia tykajuce sa
predovSetkym: individualneho dojenia vSetkych oviec
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S klinickymi  zmenami na mlieCnej Zzlaze, resp.
S povrchovym poranenim ceckov; o€istenia vemena pred
dojenim utierkou namocenou v dezinfekénom roztoku a po
vydojeni ponorenia ceckov do dezinfek¢éného roztoku
Agrisept thl. eff. a. u. v. (Upjohn, Belgicko);
minimalizovania expozicie mliecnej zlazy patogénnou
mikroflérou skratenim intervalu premiestiiovania koSiara
Vv dazdivom pocasi zo 4 - 5 dni na dva dni; organizacného
zabezpeCenia skupiny oviec so zvlastnou starostlivostou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mikrobiologické zatazenie prostredia vyroby podla
pracovnej schémy (obrazok 1) zhladiska vysledkov
bakteriologického vySetrenia individualnych vzoriek
ovCicho mlieka v stade s klasickym ruénym dojenim su
tabul'ke 1 a znazorfuje ich obrazok 2.
Celkovy vyskyt stafylokokov pri vySetreni chovu na konci
sezony v septembri (0. vySetrenie) predstavoval 16,6 %
S priblizne vyrovnanym podielom koagulazo-pozitivnych
(KPS) a koagulazo-negativnych (KNS) stafylokokov.
Nasledne zmenou hygienickych zasad pri dojeni
uplatiiovanych od zaciatku 1. sezony bol dosiahnuty
pokles mikrobiologického zatazenia stafylokokmi na

14,5 %, d’alej na 16,1 % Vv druhej, resp. azna 12,6 % v 3.
sezoéne.

baktérii v individudlnych vzorkdch mlieka u oviec
sledovaného stada vyplyva, Ze opatrenia v prvej sezone
sposobili redukciu KPS na 5,9 %. V druhej sezéne boli
v nalezoch vyraznejSie redukované iné baktérie a KNS.
Efekt zniZenia vyskytu KPS na 1,7 % naopak sprevadzalo
zvySené zastupenie KNS az na 10,6 %.

Zavedené opatrenia sa priaznivo prejavili aj na pocte
KPS v priebezne odoberanych  bazénovych vzorkach
(tabul’ka 2). Pri ukonceni nultej sezony mal pocet KPS
hodnotu 0,9.10° KTJ.ml™. V nasledujiicej (1. sezone) boli
v méji, juli a v septembri hodnoty 0,8 - 0,3,resp. 0,6. 10°
KTJ.ml™. Efekt postupného znizovania poétu KPS
Vv bazénovych vzorkach pokracoval aj v priebehu 2. a 3.
sledovanej sezony na hodnoty 1,4, resp. 1,1. 102 KTJ.ml?,
ktoré su neobvyklé pre ziskavanie ovCieho mlieka
klasickou technolégiou dojenia v salasnickych
podmienkach.

Pokles poctu koagulazo—pozitivnych stafylokokov je
vyrazny aj v porovnani s vysledkami Vasila et al. (2003)
ztoho istého chovu, ked” v maji v bazénove] vzorke
napogitali az 1,8. 10 CFU na mililiter mlieka. Nizke
hodnoty to boli rovnako aj v porovnani s pracou
Dudrikova et al. (2001), ktora pri

individualnych vzoriek mlieka zistila vyssie pocty

vySetreni

Tabul’ka 1: Mikrobiologické zatazenie individudlnych vzoriek mlieka.

. . Sezona dojenia
Bakte;;cl)lc;glcky 0 1 > 3

n % n % n % n %

stafylo- KPS 19 9,0 31 59 54 8,7 8 1,7
koky KNS 16 7,6 45 8,6 46 7,4 52 10,9
Spolu 25 16,6 76 14,5 100 16,1 60 12,6

iné baktérie spolu* 18 8,5 52 10,0 30 4,8 29 29
vzorky pozitivne 53 25,1 128 24,5 130 20,9 119 18,6
vySetrené 211 100,0 523 100,0 621 100,0 477 100,0

* Iné environmentalne baktérie: Enterococcus sp.; Streptococcus faecalis, Rhodococcus sp.; Arcanobacterium
sp.; Kvasinky ; (v ramci inych baktérii boli z hrdla doji¢ov izolované viridujuce streptokoky)

KPS - koagulazo—pozitivne stafylokoky (Staphylococcus aureus subsp. aureus)

KNS - koagulazo—negativne stafylokoky S. epidermidis; S. caprae; S. simulans; S. warneri;

Zudajov na obrazku 2 znazornujicom zastipenie

S. aureus aviak v ziadnej vzorke nepresiahli 1,5. 10° .ml™.

DOnegativne @Iné baktérie OKPS BKNS

100%
74,9 75,5 79,1 81,4
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Obr. 2. Prehl'ad baktérii izolovanych z individualnych vzoriek mlieka v stade oviec s ruénym

dojenim (podl'a sezon).
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Pri kontrole podmienok prvotnej manipulacie s mliekom
a jeho transporte do zdruzenej mliekarne bolo zakazdym

2. sezony az na 1,6.10° KTJ ml™. Vy3etrené vzorky syra
boli za celé sledované obdobie na vyskyt stafylokokov

Tabulka 2: Pocet koagulazo—pozitivnych stafylokokov v bazénovych vzorkach mlieka.

Priebezné vzorky odobraté v pocas Celkova
Sezona dojenia / dojenia oviec bazénova
mesiac vySetrenia (KTJ KPS. mI™) vzorka
n =80 n =160 n KTJ KPS.ml*
0./1X. 1,7.10° 2,4.10° 211 0,9.10°
1./V. 3,3.10° 4,7.10° 180 0,8.10°
1./ VII. 1,1.10° 2,7.10° 161 0,3.10°
1./1X. 2,8.10° 4,4.10° 182 0,6.10°
2./ VI. 2,3.10° 3,6.10° 208 0,7.10°
2.1 VII. 0,3.10? 2,1.10° 211 4,1.10°
2. IX. 2,2.10° 3,7.10° 202 0,6.10°
3./V. 0,4.10° 0,9.10° 240 1,4.10°
3./1X. 0,3.10? 0,5.10° 237 1,1.10°

KTJ KPS- pocet jednotiek tvoriacich kolonie koagulazo—pozitivne stafylokoky (Staphylococcus aureus ssp. aureus)

Tabulka 3: Poéty stafylokokov v steroch a mlieku v ré6znych fazach jeho spracovania.

, Nalez stafylokokov (2)
Sezéna / - -
mesiac v steroch * vo vzorkach mlieka
vySetrenia Kanv transportna zberny kanv transportnd | zberny | Syrenina
y cisterna bazén y cisterna bazén
0./1X. 0 2 0 0,6. 10° 1,1. 10° 1,4. 10° 0
1./V. 1 0 0 0,8.10° 1,2. 10° 1,5. 10° 0
1./ VI, 2 1 0 0,4.10° 0,9. 10° 1,1. 10° 0
1./ 1X. 0 0 0 0,5.10° 0,5.10° 0,8.10° 0
2./ VI 1 0 0 1,1. 10° 1,3. 10° 1,6. 10° 0
2./ V. 0 0 0 42.10° 4,3.10° 0,7.10° 0
2. lIX. 1 1 0 0,2.10° 0,3.10° 0,4.10° 0
3./V. 1 0 0 0,9. 10° 0,9. 10° 1,0. 10° 0
3./1IX 0 0 0 4,2.10° 4,3.10° 0,5.10° 0

* — pocet pozitivnych sterov s nalezom (zo stien a dna dojnikov, zbernych kanvi; ustia otvorov a ventilov cisterien,

pomdcok a pod.)

odobranych po Sest’ sterov. Pri ukonceni nultej sezony dva
zo Siestich sterov odobratych z dna a vypustacieho ventilu
transportnej cisterny boli pozitivne na pritomnost
stafylokoka (tabulka 3). V priebehu 1. sezony z kanvi
sliziacich na uskladnenie ruéne nadojeného mlieka boli
stafylokoky izolované v maji (v jednom pripade) a v juli
(dva stery). Stery z transportnej cisterny pred naplnenim
boli na pritomnost’ stafylokokov pozitivne v jednom
pripade v jali, vSetky stery zo zbernej cisterny boli
negativne. Trend minimalnej izoldcie stafylokokov zo
sterov sa udrzal aj v priebehu druhej a tretej sledovanej
sezony rucného dojenia oviec.

Pocty stafylokokov vo vzorkach mlieka odobratych pri
vyprazdiiovani zbernych  kanvi, transportnej cisterny
azbernej cisterny v mliekarni tesne pred pasterizaciou
mali na kazdom sledovanom stupni mierne stipajucu
tendenciu, pri¢om pocet stafylokokov stupol najviac v jini

negativne.

Z porovnania hodnét vyskytu stafylokokov v ovéom
mlieku vyplyva, Ze wvySetrené vzorky mlieka splnili
stanovené limity pre vyskyt Staphylococcus aureus.

Na overenie dodrziavania hygieny a odhal’ovania zdrojov
a vektorov pri ziskavani ov¢icho mlieka sa odoberali stery
z dojnikov, z povrchu mlieénej zl'azy pred dojenim, rik
ahrdla dojicov. Vyskyt vytipovanych bakteridlnych
druhov identickych s tymi, ktoré boli zaznamenané aj pri
izolacii z mlieka je uvedeny v grafe 3. Za celé sledované
obdobie boli KPS (S. aureus) izolované ¢astejsie z hrdla
artk dojicov amenej zdojnikov a povrchu mlie¢nej
zlazy. KNS boli izolované z kazdého odberného miesta,
najviac v8ak v steroch z dojnikov arik dojicov. Vyskyt
KNS vo vyteroch zhrdla dojicov bol reprezentovany
baktériou S. epidermidis. Co sa tyka vysokého podielu
inych baktérii na pozitivnych vzorkéach vyterov hrdla sa vo
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vSetkych pripadoch jednalo o viridujuce streptokoky.
Vyskyt Streptococcus uberis iba v steroch z dojnikov
apovrchu mliecnej zlazy potvrdzuje environmentalny
povod tohto druhu, nakol'ko za celé obdobie vo vzorkach
ovcieho mlieka jeho vyskyt bol minimalny. Hygienicka
urovenn pri klasickom ru¢nom dojeni byva nepriaznivo
ovplyviiovana pritomnostou E. coli. Najvyssie zastipenie
uvedenej baktérie bolo zaznamenané v steroch z dojnikov
a mliecnej zl'azy, menej z rik dojicov.

Porovnanim  mikrobiologickej zatazenosti mlieka
v sledovanom retazci (technoldgia dojenia, skladovanie,
transport, oSetrenie a Spracovanie na syreninu Vv
sledovanom chove) mozno na zaklade dynamiky poctu
stafylokokov odhalit’ riziko kontaktu mlieka s moznymi
sekundarnymi zdrojmi nékazy (ruky dojicov, odev,
pomdcky a pod.).

Z izolovanych kmenov S. aureus na zaklade vyraznej
plazmokoagulazovej aktivity, antibiogramu, rastovych
vlastnosti, vyraznej tvorby hemolyzy a pigmentu bolo za
sledované obdobie vybranych 112 kmenov, ktoré sa
testovali na tvorbu niektorého 70

Obr. 3 Porovnanie vyskytu

nalez stafylokokov v syrenine zaroven dokazuje, ze
existujicou legislativou stanovené postupy tepelného
oSetrenia mlieka pocas mliekarenského spracovania uc¢inne

eliminuju  pritomné stafylokoky a ziskand surovina
vyhovuje stanovenym poziadavkdm na zdravotnu
bezpecnost’ vyrobkov.

ZAVER

Zo sledovani chovu oviec s klasickym ruénym dojenim
vyplyva:

o celkové pocty koagulazo-pozitivnych stafylokokov
neprekroc€ili v ovéom mlieku legislativou povolené
limity v procese jeho prvovyroby a transportu

e KPS neboli izolované po pasterizacii v ov€om
mlieku ani v syre

o vysledky analyzovanych 112 kmenov
Staphylococcus aureus na schopnost  produkcie
enterotoxinov ELISA - metdédou s detekénym

limitom 0,2 — 07 ng.ml * boli pozitivne v §tyroch
pripadoch, avsak pri d’al$ich siedmich kmenoch bola
metodou PCR  preukdzand pritomnost génu
zodpovedného za produkciu  stafylokokového

Staphylococcus sp. a ostatnych baktérii environmentalneho pdévodu vo vzorkach

bakteriologicky vysetrenych sterov odobratych pri vySetreniach stada oviec za celé obdobie sledovania.
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mliec. Zzlaza

dojniky

miesta odberu sterov

stafylokokovych enterotoxinov (SE), resp. na pritomnost
génu zodpovedného za ich tvorbu. Z uvedeného stboru
kmetiov vySetrenych vzoriek, iba $tyri kmene produkovali
stafylokokovy enterotoxin C (SEC), ale az pri jedenastich
kmenoch bol PCR metédou zisteny gén pre produkciu
enterotoxinov typu C.

Vo vseobecnosti, ale aj na zdklade vysledkov o pocte
stafylokokov v ov€om mlieku ziskanych priamo
v salasnickych ~ podmienkach  pred  mliekarenskym
oSetrenim mozno vyrobky z neho zaradit' medzi suroviny
a potraviny s uréitym rizikom pre konzumenta. Negativny

OKPS (koagulaza-
pozitivne
stafylokoky)

OKNS (koagulaza-
negativne
stafylokoky)

O Streptococcus uberis

DEscherichia coli

@Iné environmentalne
baktérie

ruky doji¢ov  hrdlo doji¢ov

enterotoxinu typu C

e ziskané vysledky potvrdzuji nutnost’ komplexného
zabezpecenia hygienickych poziadaviek
Vv prvovyrobe ovcieho mlieka, ale aj pri jeho
transporte a mliekarenskom spracovani, lebo iba tak
je mozné plnit limity kladené na zdravotnu
bezpecnost' ov¢iecho mlieka avyrobkov z neho
definované v nariadeniach vlady pre danu oblast’.
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