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1. UVOD

Svjeze mlijeko ima razli¢itu mikrobiolosku floru u kojoj mogu biti prisutni i patogeni
mikroorganizmi koji se mogu prenijeti na ljude, od kojih su najznac¢ajniji Campylobacter spp.,
Salmonella spp., E. coli koja proizvodi shiga toksin (STEC), Brucella melitensis,
Mycobacterium bovis i virus krpeljnog encefalitisa. Interes potrosaca za konzumaciju ovog
mlijeka je u porastu na podru¢ju Europske unije jer mnogi ljudi vjeruju u njegove dobrobiti za
zdravlje. Prema higijenskim pravilima u EU, drzave ¢lanice mogu zabraniti ili ograniciti
stavljanje na trZiSte svjezeg sirovog mlijeka namijenjenog za ljudsku konzumaciju. U nekim
zemljama Clanicama, kao i u Hrvatskoj, dopustena je prodaja svjezeg sirovog mlijeka u

mljekomatima, ali potrosac¢ima se uglavnom sugerira da prokuhaju mlijeko prije konzumacije.

Za smanjenje kontaminacije svjezeg sirovog mlijeka neophodna je primjena dobre higijenske
prakse na farmama, dok je odrzavanje hladnog lanca vazno za sprjecavanje ili usporavanje
rasta bakterija u mlijeku. Medutim, ovi postupci nisu dovoljni kako bi se rizici iskljudili.
Prokuhavanjem svjezeg sirovog mlijeka prije konzumacije na najbolji nac¢in mozemo unistiti

bakterije koje uzrokuju bolesti.

U RH mljekomati su se pojavili unazad nekoliko godina, te do sada nije bilo podataka o
mikrobioloSkoj 1 kemijskoj kakvoéi svjezeg sirovog mlijeka iz mljekomata. Stoga je
Znanstveni odbor Hrvatske agencije za hranu potaknuo istraZzivanje mlijeka iz mljekomata
kako bi se utvrdio kemijski sastav (masnoca, proteini, laktoza, suha tvar) svjezeg sirovog
mlijeka iz mljekomata, ispitala mogucénost ostataka antibiotika i kemoterapeutika, te utvrdilo

prisustvo (ili odsustvo) patogenih mikroorganizama.

Struénjaci 1z EFSA-inog Znanstvenog odbora za bioloske opasnosti (BIOHAZ) u
Znanstvenom misljenju o javno zdravstvenim rizicima povezanim sa svjezim sirovim mlijekom
u EU, zakljuCuju kako to mlijeko moze biti izvor Stetnih bakterija — uglavnom
Campylobacter, Salmonella i Escherichia coli koja proizvodi shiga toksin (STEC). U
dojencadi, djece, trudnica, starijih 1 osoba s oslabljenim imunoloskim sustavom ve¢i je rizik
od obolijevanja prilikom konzumacije tog mlijeka. Prema europskim statistikama izmedu
2007. 1 2013. godine je potvrdeno 27 epidemija ljudi povezanih s konzumacijom sirovog
mlijeka (ve¢inom kravljeg te kozjeg), od Cega je vecina (21) uzrokovana bakterijama roda

Campylobacter, zatim Salmonella (1), STEC (2) i virusom krpeljnog encefalitisa (3) (EFSA,



2015). U Italiji je provedena studija monitoringa sirovog mlijeka iz mljekomata tijekom
razdoblja od 2009. do 2011. godine na ukupno 618 uzoraka mlijeka od 112 stada mlije¢nih
krava i iz 131 mljekomata. U testiranim uzorcima utvrdene su Salmonella spp.(0,3 %),
E. coli O:157 (0,2 %), Campylobacter spp. (1,5 %) i Listeria monocytogens (1,6 %). Nije
utvrden utjecaj sezone, prosjecne dnevne temperature, veli¢ine stada, stanice prikupljanja
uzoraka ili udaljenosti izmedu stada i mljekomata, no utvrdena je statisticki znacajna
korelacija izmedu prijaSnjeg nalaza patogena i ponovne kontaminacije (Bianchi i sur., 2013).
U SAD-u i Irskoj opisani su slucajevi listerioze zbog konzumacije sirovog mlijeka (Latorre i
sur., 2011, Hunt i sur., 2012), a u Kanadi je prijavljena epidemija zbog prisutnosti E. coli u

mlje¢nim proizvodima od sirovog mlijeka (Gaulin i sur., 2012).

Cilj ovog rada jest prikazati mikrobioloske rizike vezane za proizvodnju svjezeg sirovog
mlijeka na temelju dosadasnjih istrazivanja prikazanim od strane EFSA-e te Hrvatske agencije

za hrane.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Opcenito o mlijeku

Mlijeko je bioloska tekuéina vrlo slozena sastava zuckasto bijele boje, karakteristi¢na okusa 1
mirisa, koje izlucuje mlije¢na Zzlijezda zenki sisavaca odredeno vrijeme nakon poroda. Pod
pojmom ,,mlijeko* najéesce se podrazumijeva ,, kravije mlijeko*, dok se ostale vrste mlijeka
moraju istaknuti oznakom: ,,ov¢je”, ,kozje*, ,bivolje, , kobilje”, ,,devino® ili drugo mlijeko.
Navedene vrste mlijeka sadrzavaju iste sastojke (tablica 1), ali udjeli i medusobni odnosi
sastojaka, te njihova struktura mogu biti vrlo razli¢iti. Zbog toga se vrste mlijeka razlikuju

prema prehrambenim, fizikalno- kemijskim i tehnolo§kim osobinama.

Tablica 1. Usporedna koli¢ina i sastav mlijeka kod pojedinih vrsta sisavaca

Mlijeko Ukupni Kazein Proteini  Masti Ugljikohidrati  Pepeo

proteini g/L sirutke g/L g/L g/L

g/L g/L
Kobila 2,2 1,3 0,9 1,7 6,2 0,5
Krava 3,5 2,8 0,7 3,7 4,8 0,7
Bivolica 4 3,5 0,5 7,5 4.8 0,7
Koza 3,6 2,7 0,9 4,1 4,7 0,8
Ovca 5,8 4,9 0,9 7,9 4,5 0,8

(Izvor: Tratnik, 1998)

Kravljeg mlijeka po koli¢ini ima najvise te se ono koristi u proizvodnji svih mlijecnih
proizvoda. Stoga se kravlje mlijeko 1 naj¢eS¢e konzumira. Medutim, u prehrani se sve vise

isti¢u prednosti kozjeg mlijeka, osobito u osoba alergi¢nih na proteine kravljeg mlijeka.

Mlijeko Zene je savrSena hrana za dojende. Zene koje ne mogu hraniti dojende vlastitim
mlijekom, moraju koristiti industrijsku mlijecnu hranu za dojencad (kravlje mlijeko
modificirano prema uzoru na sastav majcinog mlijeka). Medutim, maj¢ino mlijeko, Cak i
slabije kakvoce, uvijek je bolje od industrijski proizvedene hrane za dojencad, jer ,,mlijeko se
ne sastavlja, ono se stvara,” a ,stvara® se iz specificnih sastojaka koji prelaze iz krvi u
mlije¢nu Zlijezdu, gdje se zbivaju vrlo slozeni biokemijski procesi sekrecije. Neki se sastojci

mlijeka sintetiziraju u mlije¢noj Zzlijezdi od sastojaka koji potjeCu iz krvi. Tako u vrlo



slozenim procesima biosinteze nastaje mlijeCna mast, mlijecni Secer (laktoza) i tipi¢ni proteini

mlijeka (kazein, alfalaktaloumin i betalaktoglobulin).

Ostali sastojci kao mineralne tvari, enzimi, vitamini, albumin krvnog seruma i
imunoglobulini, izravno prelaze iz krvi u mlije¢nu Zzlijezdu i postaju sastojci mlijeka

(Tratnik,1998).

Sastav mlijeka moze biti vrlo promjenjiv, a ovisi o velikom broju ¢imbenika kao Sto su:
pasmina i zdravstveno stanje zivotinja, stadij laktacije, nain i vrsta prehrane, sezona, vrsta
muznje (ruéna, strojna) te dobi 1 broju muznje, a napose o samoj jedinki (dob, tjelesna masa,
kretanje 1 slicno). Neposredno nakon poroda tijekom nekoliko dana mlije¢na zlijezda izlucuje
kolostrum. Kolostrum sadrzi vecu koli¢inu suhe tvari nego mlijeko. Osim manje koli¢ine
laktoze i1 kazeina, on sadrzi vecu koli¢inu ostalih sastojaka, a ima najvec¢i udio proteina sirutke
i vecu titracijsku kiselost te nesto manju pH vrijednost (oko 6,3). Osim vitamina C, kojeg ima
najmanje, kolostrum sadrzi 5 do 10 puta viSe vitamina A, oko 5 puta viSe vitamina D, te oko 3
puta viSe vitamina E, B1, B2 i B12 nego u mlijeku. Udio aminokiselina je oko 2-3 puta veci,
osobito esencijalnih. U kolostrumu je znacajno veéa koli¢ina imunoglobulina, enzima i

antioksidacijskih tvari nego u mlijeku.

Glavni su sastojci mlijeka voda, mast, proteini i laktoza. Precizan sastav razlikuje se ovisno o
vrsti pa tako, primjerice, mlijeko Zene ima malo proteina, a ve¢u koli¢inu laktoze nego kravlje
mlijeko. Opcenito, mali sadrzaj proteina u mlijeku znaci da se radi o mladoj Zivotinji dok u

starijih Zivotinja nalazimo vecu koli¢inu proteina u mlijeku.

Oko 80 do 85% svih proteina u mlijeku ¢ine kazeini. To su specifiéni mlije¢ni proteini koji se
taloze kada se pH- vrijednost mlijeka smanji na 4,6. Vrijednost pH mlijeka priblizno se
podudara s njegovom izoelektricnom to¢kom koja lezi relativno nisko primjereno

prevladavanju kiselih aminokiselina i prisutnosti fosforiliranih ostataka serina u molekulama.

Izvori ugljika u mlijeku ukljucuju laktozu, proteine i masti. Mnogi mikroorganizmi
upotrebljavaju citrat kao izvor ugljika, ali toga kemijskog spoja nema u dostatnoj

koncentraciji u mlijeku da bi doslo do znacajnijeg rasta mikroorganizama.

U mlijeku se, prije svega nalaze dva tipa proteina: kazeini i proteini sirutke. Kazeini su
prisutni u obliku visoko hidratiziranih micela i izravno su podlozni proteolizi. Proteini sirutke

(beta- laktoglobulin, alfa- laktoalbumin, albumin plazme i imunoglobulini) ostaju otopljeni u



mlijeku nakon talozenja kazeina. Oni su manje podlozni mikrobnoj proteolizi. Mlijeko sadrzi

neproteinske dusi¢ne spojeve kao Sto su ureja, peptidi i aminokiseline.

Mlijeko, osim toga sadrzi velik broj antimikrobnih tvari koje sprjeCavaju nastanak infekcije
vimena ili pak zasti¢uju novorodenu mladuncad. One su u kravljem mlijeku, opéenito prisutne
u vrlo malim koncentracijama, ali iznimno znac¢ajno djeluju na odrzavanje njegove kakvoce ili
sigurnosti. Stimulirano djelovanje laktoperoksidaze postupkom adicije egzogenog vodikova
peroksida (Wolfson i Sumner.,1993), istrazivalo se kao jedan od naCina zastite sirova mlijeka

u zemljama gdje vladaju visoke temperature, a hladenje ¢esto nije dostupno.

Visoki aktivitet vode, vrijednost pH blizu neutralne 1 bogatstvo hranjivih tvari ¢ine mlijeko
izvanrednom podlogom za rast mikroorganizama. Stoga se u proizvodnji i preradi mlijeka
primjenjuju visoki standardi. Tri se izvora drze odgovornima za prisutnost mikroorganizama u
mlijeku: unutrasnjost vimena, vanjska povrSina bradavica na vimenu i njihova neposredna

okolina te muznja i pribor za muZznju.

Najznacajniji inhibitori mikrobnog rasta u sirovu mlijeku su laktoferini i laktoperoksidazni
sustav. Manje znaCajni prirodni inhibitori jesu lizozimi, specifi¢éni imunoglobulini, folati 1
sustav koji povezuje vitamin B1o. Laktoferin je glikoprotein, a djeluje kao antimikrobni agens
zbog vezanja zeljeza. Mlijeko Zene sadrZi vise od 2 mg laktoferina po mL. U kravljem je
mlijeku od manjeg znacaja, jer ga ono sadrzi samo 20-200 mg/mL (Masson i Heremans,
1971).

2.2. Mikroflora svjeZeg sirovog mlijeka

Kravlje mlijeko sadrzZi znatnu populaciju bakterija mlijecne kiseline ukljucujuéi Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc i Enterococcus spp. (Vacheyrou i sur., 2011;
Quigley i sur., 2013). Veliki broj ostalih mikroorganizama moze biti prisutan u znacajnom
udjelu u flori sirovog mlijeka (Ercolini i1 sur., 2009). Tu spadaju psihrofili kao §to su
Pseudomonas, Acinetobacter i Aeromonas spp. (Raats i sur., 2011). Bakterijska flora ovcjeg i
kozjeg mlijeka je slicna kravljem te dominiraju bakterije mlije¢ne kiseline (Quigley i sur.,
2013). Mlijeko magarica, kobila i deva je manje proucavano, ali sastav mikroflore se
vjerojatno znatno razlikuju od mlijeka krava, ovaca i koza (Benkerroum i sl., 2013).

Sastav bogat nutrijentima i neutralan pH sirovog mlijeka ¢ine dobar medij za prezivljavanje i



rast patogena i bakterija kvarenja tijekom pohrane. Ukoliko je mlijeko propisno hladeno rast
mnogih bakterija je potisnut. Psihrofili kao $to su Pseudomonas spp., Listeria spp. ili Yersinia
Spp. mogu se umnazati i u takvim uvjetima. Ukoliko je kontrola temperature slaba pojedini
patogeni mogu rasti i/ili proizvoditi toksine. Bakterije mlijeéne kiseline koje se nalaze u
sirovom mlijeku mogu sprijeciti umnazanje mnogih drugih bakterija. Rast bakterija mlijecne
kiseline moze rezultirati skraenjem roka trajanja sirovog mlijeka, a uzrok lezi u degradaciji
mlijeka (acidifikacija, koagulacija) te na taj nacin postaje neupotrebljivo za konzumaciju i

prije bitne proliferacije patogena.

U mlijeko tijekom dobivanja, transporta, obrade i prerade mogu dospjeti mikroorganizmi iz
razlicitih izvora. Sirovo mlijeko, neposredno nakon higijenski provedene muznje, obic¢no
sadrzava manje od 5000 mikroorganizama/mL 1 manje od 250.000 somatskih stanica.
Suprotno, nehigijenskom muznjom i nehigijenskim postupcima s mlijekom nakon muznje i u
slu¢ajevima bakterijske upale vimena, ukupan broj bakterija u mlijeku moze biti i ve¢i od 107
mL. Bakterijska upala vimena, istovremeno, uzrokuje znacajno povecanje broja somatskih
stanica iznad fizioloske granice, a nastaje zbog imunoloSkog odgovora organizma na upalni

proces (SamarZzija, 2015).

Do povecanja broja mikroorganizama u mlijeku dolazi nakon muZnje uslijed neadekvatne
pohrane mlijeka. U procesu muzZnje i pohrane mlijeka postoji nekoliko kriticnih tocaka,
potencijalnih izvora mikroorganizama, koje je potrebno uoditi i na njih pravovremeno i
primjereno djelovati. Prljave sise, neizmuzivanje prvih mlazeva mlijeka, neispravan muzni i
rashladni uredaj, naj¢es¢i su izvori kontaminacije mlijeka mikroorganizmima. Od velikog je
znacaja 1 ljudski faktor. Naime, ako se samo jedna, u nizu kriti€nih tocaka, adekvatno ne
tretira do¢i ¢e do nepovoljne higijenske kvalitete mlijeka (Bozani¢ i sur., 2012). Osnovni
preduvjeti za proizvodnju higijenski kvalitetnog mlijeka su: pranje ruku muzaca, pranje
vimena i sisa, izmuzivanje prvih mlazeva mlijeka u posebnu posudu, dezinfekcija sisa prije i
nakon zavrSene muZnje, temeljito ¢iS¢enje i dezinfekcija posuda i pribora nakon muznje te
hladenje mlijeka (Antunac, 2005). Dezinfekcija sisa prije poc¢etka muznje provodi se s ciljem
dobivanja mlijeka $to bolje higijenske kvalitete. Drugi cilj dezinfekcije sisa nakon zavrSetka
muznje je da potpuno zatvori sisni kanal 1 sprije¢i prodor mikroorganizama u unutrasnjost

mlijecne zlijezde.



3. VRSTE MIKROORGANIZAMA

Mlijeko moze biti kontaminirano razli¢itim vrstama mikroorganizama ovisno o zdravstvenom
stanju vimena 1 nacinu postupanja s mlijekom nakon muznje. Prisutnost mikroorganizama
uzrocnika kvarenja moze uzrokovati promjene boje, mirisa, okusa i teksture mlijeka (tablica
2). Izmedu mikrobnih uzro¢nika kvarenja mlijeka su najcescée izolirane bakterije ali uzro¢nici

kvarenja mogu biti i kvasci i plijesni.

Tablica 2. Mikrobne pogreske sirovog mlijeka

Pogreska mlijeka Uzroc¢nici kvarenja
Povecéana Kiselost T=10-37°C Lactococcus lactis, koliformne

bakterije,mikrokoki, laktobacili

T=37-50°C Streptococcus thermophilus, Enterococcus
faecalis
T>50°C Lactobacillus thermophilus
Stvaranje plina Koliformne bakterije, kvasci, Clostridium i
Bacillus spp.
Sluzavost Povrsinska Alcaligenes visiolactis
U svim slojevima L. delbrueckii supsp. bulgaricus, L.
lactis,Lctobacillus plantarum
Promjena okusa Kiseli karamel L. lactis
Kiseli- aromati¢ni Leuconostoc spp., streptokoki
Ostar Koliformne bakterije
Gorak Proteoliticke i1 koliformne bakterije
Sapunast Pseudomonas spp.
Promjena boje Tamno plava Pseudomonas spp. L. lactis
Zuta boja povrsine Pseudomonas synxantha
Crvena boja Serattia spp.
Proteoliza mlijeka Kisela Mikrokoki, streptokoki

(Izvor: prilagodeno prema Mati¢, 2009)



Primarni izvori patogenih bakterija u mlijeku su bolesna muzna zivotinja, infektivno vime i
bolestan Covjek. Medutim, uzrok Sirenja patogenih bakterija mlijekom je uvijek posljedica
nedovoljne higijene, neznanja ili nesavjesnosti radnika (Samarzija, 2011). Zbog toga je
potrebno uspostaviti uc¢inkovitu strategiju kontrole njihova rasta. Kao naju¢inkovitiji alat za
kontrolu rasta patogenih bakterija istice se HACCP sustav. HACCP sustav pomaze
proizvodacima u svakoj fazi proizvodnje identificirati opasnosti i poduzimanje odredenih
koraka radi ponovne uspostave kontrole prije zavrSetka proizvodnog procesa (Tudor Kalit,
2014). Osim HACCP sustava, preporuceni mikrobioloski kriteriji za mlijeko pomazu u

provjeri postavljenih kriterija za provedbu dobre proizvodacke i higijenske prakse.

3.1. Psihrotrofna mikrobna populacija

Hladenje mlijeka na temperaturu od 4°C i duZa pohrana mlijeka na tim temperaturama uzrok
su dominantnog rasta psihrotrofnih bakterija. Psihrotrofna mikrobna populacija potjece
uglavnom iz okoline gdje se mlijeko proizvodi, od higijenski neispravne vode i nedovoljno
¢istih muznih uredaja, opreme za transport 1 pohranu mlijeka (Samarzija 1 sur., 2007). Osim
uzro¢nika kvarenja odredene vrste patogenih bakterija takoder pokazuju psihrotrofna svojstva.
Tablica 3 prikazuje skupine psihrotrofnih bakterija koje ¢esto kontaminiraju mlijeko, a prema

svojoj prirodi te bakterije mogu biti uzro€nici kvarenja ili su one patogene bakterije.



Tablica 3. Na'!zastugl'!eni'!e skuEine Esihrotrofnih bakteri'!a u sirovom mIi'!eku

Skupina Patogene bakterije Gram vrsta

Pseudomonas -

Flavobacterium -

Alcaligenes -

Enterobacteriaceae E. coli 0157: H -
Yersinia enterocolitica

Serratia .

Actinectobacter -

Aeromonas Aeromonas hidrophila -
Bacillus Bacillus spp. +
Clostridium Clostridium spp. +
Arthrobacter +
Streptococcus +
Corynebacterium +
Micrococcus +
Ostali Listeria monocytogenes +

(Izvor: Moatsou i Moschopoulou, 2014)

Od ukupne gram-negativne populacije u ohladenom mlijeku izdvaja se Pseudomonas spp. s
izrazitom dominacijom vrste Pseudomonas fluorescens. U odnosu na sve gram-pozitivne i
ostale gram-negativne psihrotrofne bakterije, Pseudomonas spp. na temperaturama nizim od
6°C karakterizira brZzi rast, duze vrijeme prezivljavanja i kratko generacijsko vrijeme. Osim
sposobnosti rasta i razmnozavanja na niskim temperaturama, veéina vrsta ima sposobnost
tvorbe ekstracelularnih i/ili intracelularnih hidrolitickih termostabilnih enzima koji razgraduju
proteine, masti i fosfolipide. Upravo zbog tih osobina i svojstava, psihrotrofne bakterije se
smatraju najces¢im uzroc¢nicima kvarenja mlijeka. Kvarenje se oc€ituje u promjeni okusa,

mirisa, nezeljenoj koagulaciji proteina mlijeka, te promjenom teksture. Strani okus sirovog



mlijeka, koji se opisuje kao gorak, okus po vocu, kvascima ili kao metalan okus, posljedica je
rasta nesporogenih proteolitickih bakterija, Proteus, Pseudomonas (posebice Pseudomonas
fluorescens), Acinetobacter, Flavobacterium, Serratia i Alcaligenes spp. (Samarzija i sur.,
2007). Najucinkovitije sredstvo za kontrolu psihrotrofne mikrobne populacije je strogo
pridrzavanje higijenskih mjera s mlijekom tijekom muznje, pohrane 1 proizvodnje.
Skra¢ivanje vremena izmedu pohrane i prerade mlijeka smanjuje rizik od dominantnosti

psihrotrofnih bakterija u sirovom mlijeku.

3.2. Termorezistentna mikrobna populacija

Termorezistentna mikrobna populacija je skupina mikroorganizama koja prezivljava
temperature pasterizacije, ne raste na tim temperaturama, ali moze rasti na niskim
temperaturama. U  termorezistentne mikroorganizme uklju¢ujemo 1 termofilne
mikroorganizme koji prezivljavaju najnizu temperaturu pasterizacije 63°C/30 min (Samarzija,
2011). Oni ne stvaraju spore ali mogu biti vazan faktor kvarenja pasteriziranog mlijeka ako se
u sirovom mlijeku nalazio povec¢an broj psihrotrofnih bakterija ili ako je doSlo do
rekontaminacije. Opcenito, termorezistentna skupina bakterija slabo raste u ohladenom
mlijeku (<5°C) i jedino u slucajevima njihove pojave u mlijeku u velikom broju mogu
uzrokovati kvarenje sira (Samarzija i sur., 2007). Rodovi Bacillus, Clostridium, Arthrobacter,
Streptococcus, Lactobacillus, Corynebacterium, Micrococcus i Microbacterium su pripadnici
ove skupine (Samarzija i sur., 2012). Clostridium i Bacillus spp mogu prezivjeti visoku
temperaturu u obliku spore te tako smanjiti rok trajanja mlijeka i sira. Bacillus coagulans
moze uzrokovati kiselu koagulaciju i siru sli¢an okus 1 miris steriliziranog mlijeka dok je

Bacillus subtilis zasluzan za slatku koagulaciju mlijeka.

3.3. Koliformna mikrobna populacija

Predstavnici ove skupine su mikroorganizmi iz porodice Enterobacteriacaea: Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia i Citrobacter spp. Neke vrste koliformnih
bakterija pripadaju skupini enteropatogenih bakterija a njihovo pojavnost u sirovom mlijeku
predstavlja potencijalnu opasnost za zdravlje ¢ovjeka. Kada su koliformne bakterije prisutne u

velikom broju uzrokuju pogresku izgleda 1 okusa mlijeka radi tvorbe plina 1 povecanja
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kiselosti (Samarzija 1 sur., 2007.). Sposobne su stvarati biofilm te njihova pojavnost ukazuje
na nehgijenske uvjete u proizvodnji (Moatsou i Moschopoulou, 2014). Kao skupina koliformne
bakterije se opisuju: nesporotvorne, oblikom Stapicaste bakterije, i oksidaza negativne. Mogu biti
aerobne ili fakultativno anaerobne i obi¢no imaju sposobnost fermentirati laktozu unutar 48 sati
na temperaturi od 37°C uz stvaranje kiselina i plina. U odnosu na psihrotrofne bakterije,
koliformna skupina bakterija u sirovom ohladenom mlijeku rastu sporije, ali znatno bolje od

mnogih drugih u mlijeku prisutnih bakterija (Samarzija i sur., 2007).

3.4. Bakterije mlije¢ne Kiseline

Kvarenje sirovog mlijeka bakterijama mlije¢ne kiseline moguce je u slucaju ako se mlijeko
poslije muznje ne pohrani na temperaturi od 4°C. To se najceS¢e dogada u nerazvijenim
zemljama gdje se mlijeko jo§ uvijek pohranjuje ili transportira u kantama ili cisternama bez
hladenja, osobito u toplije vrijeme (Tratnik, 2012). Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc i
manifestira promjenom okusa i izgleda mlijeka. Bakterija Lactococcus lactis subsp. lactis je
glavni uzro¢nik kvarenja sirovog mlijeka ako se ono pohranjuje na temperaturi od 10-37 °C,
sposobna je tvoriti mlijecnu kiselinu te male koli¢ine octene 1 propionske kiseline (Moatsou 1
Moschopoulou, 2014). Mezofilne i veliku vecinu vrsta termofilnih bakterija mlijecne kiseline

unisStavaju temperature srednje pasterizacije 72°C/15 sekundi (Walstra i sur., 2006).

3.5. Kvasci i plijesni

U usporedbi s bakterijama, kontaminacija sirovog mlijeka kvascima i plijesnima je rjeda.
Najucestaliji kvasci su Debaromyces hansenii, Kluyveromyces marxianus var marxianus,
Kluyveromyces marxianus var lactis, Sacharomyces cerevisiae, Candida spp. i Yarrowia
lipolitica dok od plijesni prevladavaju Penicillium, Rhizomucor i Aspergillus (Moatsou i
Moschopoulou, 2014). Mnogi kvasci proizvode alkohol i CO2 te u mlijeku stvaraju okus po
kvascima. lzvori kontaminacije mogu biti podovi, zidovi, police, sirarski pribor i oprema
(Samarzija, 2011). Plijesni uzrokuju kvarenje mlijeka koje se manifestira Sirokim rasponom
metaboli¢kih produkata koji su uzrok stranog okusa i mirisa mlijeka. Osim toga, plijesni

mogu biti uzrokom vidljivih promjena boje i teksture mlijeka.
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3.6. Patogeni mikroorganizmi

Iz sirovog mlijeka su izolirani brojni patogeni mikroorganizmi koji su sposobni uzrokovati
bolesti ljudi 1 zivotinja samostalno ili preko svojih Stetnih produkata. S obzirom na izvore
kontaminacije, iz mlijeka su najceS¢e izolirane bakterije: Salmonella spp, Listeria
monocytogenes,  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Campylobacter jejuni i Yersinia enterocolitica. Od sporotvornih patogenih bakterija najéesce
su izolirani Bacillus cereus te Clostridium perfringens. U tablici 4 su prikazani rasponi uvjeta
rasta za rast pojedinih patogenih vrsta bakterija. Sve patogene bakterije mogu rasti u Sirokom

rasponu pH i temperatura u prisutnosti male koli¢ine soli i visokog aktiviteta vode.

Tablica 4: Rast patogenih bakterija u rasponu pH, temperature, % soli i aktiviteta vode

Patogene bakterije Minimalni aktivitet Temperatura (°C) % soli
vode

E.coli 0,95 4,4-9,5 7-48 <2

Salmonella spp. 0,95 3,8-9,5 7-46 <2

Listeria 0,92 4,4-9,5 -1,5-45 25

monocytogenes

Staphylococcus 0,86 4-10 7-48 15-20

aureus

Campylobacter 0,97 4,9-9 30-45 <2

jejuni

Bacillus spp. 4,9 10-48 2-2,5

(Izvor: prilagodeno prema Condronu i sur, 2009 1 SamarZzija i sur., 2007)

Kada ove bakterije prodru kroz sisni kanal u vime, automatski se povecava broj somatskih
stanica kao odgovor na upalne procese. Ne samo da se narusava zdravlje Zivotinje, ve¢ je i
higijenska kvaliteta mlijeka umanjena kao i njegova tehnoloska svojstva. Bakterije koje
najéeS¢e uzrokuju mastitis su: Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. (agalactiae,
dysgalactiae, pyogenes i uberis), Listeria monocytogenes i E.coli, Salmonella spp. i
termorezistentni Campylobacter spp. su najce$ée izolirane bakterije s povrSine vimena
(Chambers, 2002). Neki sojevi S.aureus mogu stvarati termostabilne enterotoksine Kkoji
uzrokuju trovanje hranom. Za tvorbu enterotoksina potreban je velik pocetni broj bakterija u
mlijeku. Medutim, tvorba enterotoksina moze biti smanjena primjenom niske temperature
pohrane mlijeka, pasterizacije, niskim pH i antagonistickim komponentama koje stvaraju

bakterije mlijecne kiseline. Bakterije iz porodice Enterobacteriaceae su Siroko prisutne u
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prirodi. Mlijeko se njima obi¢no kontaminira fecesom, preko ljudi, vodom i1 praSinom.
Uobicajene temperature pasterizacije mlijeka ih uniStavaju, ali uvijek postoji rizik od
neadekvatne pasterizacije ili naknadne kontaminacije. Campylobacter jejuni rijetko
kontaminira mlijeko ali se mlijeko tom bakterijskom vrstom moze kontaminirati nakon
sekrecije fecesom uprljanog vimena i sisa te preko aparata za muznju. Izmedu patogenih
bakterija C.jejuni je osjetljivija na toplinu, pH <5, koncentraciju kisika u mediju (zahtjeva
priblizno 5%) i dehidraciju. Zbog toga se ta bakterija relativno brzo inaktivira tehnoloskim
postupcima koji se koriste u mljekarskoj industriji (Samarzija i sur., 2007). Listeria
monocytogenes je Siroko prisutna u prirodi te ima sposobnost kolonizacije, razmnozavanja i
prezivljavanja u proizvodnim pogonima mljekarske industrije i do nekoliko mjeseci. Zbog
toga, predstavlja stalnu potencijalnu opasnost za mogucu kontaminaciju mlijeka tijekom
prerade. U uvjetima dobre proizvodacke prakse, bakterije Listeria spp. u sirovom mlijeku
uvijek su prisutne u 3% do 5% slucajeva, ali njihov broj ne prelazi 10 cfu mL-1. Medutim,
poviSenjem temperature hladenja mlijeka iznad 4°C i produzenom pohranom (4-10 dana),

broj bakterija ¢e se povecati za 1000 puta (Samarzija i sur., 2007).

Bakterija L. monocytogenes uzro¢nik je bolesti listerioze, od koje prema dostupnim podacima
ljudi rijetko obolijevaju, ali je smrtnost uzrokovana infekcijom te patogene bakterije i do 40%.
Sporotvorne bakterije Bacillus spp. i Clostridium spp. zbog svojih psihrotrofnih svojstava
mogu rasti i na temperaturama od 4°C i biti uzro¢nici kvarenja mlijeka. Ali zbog slabe
kompetitivne sposobnosti rasta s ostalim uzro¢nicima kvarenja, njihova pojavnost u malom
broju u mlijeku ne predstavljaju opasnost za covjeka (Samarzija i sur., 2007). U odnosu na
ostale patogene bakterije Bacillus spp. i Clostridium spp. mogu preZivjeti pasterizaciju

mlijeka i tvoriti toksine koji mogu uzrokovati dugotrajne posljedice na ljudski organizam.
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4. EFSA-ino MISLJENJE O JAVNO ZDRAVSTVENOM RIZIKU OD
KONZUMACIJE SVJEZEG SIROVOG MLIJEKA

Na podruc¢ju Europske unije EFSA ima klju¢nu ulogu u procjeni rizika vezano za sigurnost
hrane i hrane za zivotinje. Svojim znanstvenim radom 1 aktivnos¢u kontinuirano daje izniman
znacaj zastiti potroSaca i promicanju sigurnosti hrane 1 globalno pridonosi visokoj zastiti
zdravlja potrosaca. Stoga je izradeno opsezno izvjeSée o javno zdravstvenim rizicima
povezanim sa svjezim sirovim mlijekom u EU od strane stru¢njaka iz EFSA-inog

Znanstvenog odbora za bioloske opasnosti (BIOHAZ).

Od Panela za bioloske opasnosti (Biological Hazards Panel - BHP) je zatrazeno da pruzi
znanstveno misljenje o riziku za javno zdravlje koje je povezano za konzumaciju svjezeg
sirovog mlijeka. Posebice je od BHP zatrazeno :1. Identificiranje glavnih mikrobioloskih
opasnosti za javno zdravlje koje se mogu pojaviti iz svjezeg sirovog mlijeka podrijetlom od
razli¢itih vrsta Zivotinja, 2. Procjena opasnosti za javno zdravlje koje proizlazi iz konzumacije
svjezeg sirovog mlijeka, 3. Procjena vjerojatnosti da je svjeze sirovo mlijeko vazan izvor
antimikrobno otpornih bakterija, 4. Procjena ostalih rizika povezanih s prodajom svjeZeg
sirovog mlijeka putem mljekomata i interneta, 5. Identificirati i rangirati potencijalne kontrole
za smanjenje opasnosti za zdravlje ljudi koje mogu proizaci iz konzumacije svjezeg sirovog
mlijeka. Vazno je za napomenuti kako se u misljenju EFSA-e uzimaju u obzir samo
mikrobioloSke opasnosti povezane s svjezim sirovim mlijekom koje proizlaze iz prijenosa

zoonotskih ili ostalih mikroorganizama podrijetlom s farme.

MikrobioloSke opasnosti identificirane kao potencijalno prenosive putem mlijeka 1 prisutne u

mlije¢nih Zivotinja u EU su:

Bacillus cereus
Brucella abortus
Brucella melitensis
Campylobacter spp.
Listeria monocytogenes
Mycobacterium bovis

Salmonella spp.
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Staphylococcus aureus

Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus
STEC

Yersinia enterocolitica

Yersinia pseudotuberculosis
Cryptosporidium parvum

Toxoplasma gondii

Virus krpeljnog encefalitisa (TBEV)

Dobivena kraca tablica je prikazana u tablici 4 1 sastoji se od mikrobioloskih opasnosti koje
mogu biti prenesene putem konzumacije mlijeka (korak 1) i koje se mogu dogoditi u glavnim

vrstama mlijecnih zivotinja u EU (korak 2).

U tablici 4 navedene su mikrobioloske opasnosti koje mogu biti prenesene putem
konzumacije mlijeka i koje se mogu dogoditi u glavnim vrstama mlije¢nih Zivotinja u EU.

Tablica 4. Tablica mikrobioloskih opasnosti koje mogu biti prenesene putem
konzumacije mlijeka
Table 2:  Final (short)list of microbiological hazards where there is evidence that the hazard can be

transmitted to humans through milk of different species and that the hazard is present in milk-
producing animals in the EU

Goats and Horses and

Microbiological hazards Cows sheep donkevs Camels
Bacillus cereus Yes No Yes No
Brucella abortus Yes No Yes No
Brucella melitensis No Yes No Yes
Campylobacter spp. (thermophilic) Yes Yes Yes No
Corynebacterium spp. Yes No No No
Listeria monocytogenes Yes Yes Yes No
Mycobacterium bovis Yes No Yes No
Salmonella spp. Yes Yes Yes No
Staphylococcus aureus Yes Yes Yes No
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus Yes No Yes No
Shigatoxin-producing E. coli (STEC) Yes Yes Yes No
Yersinia enterocolitica Yes No Yes No
Yersinia pseudotuberculosis Yes Yes Yes No
Cryptosporidium parvum Yes No No No
Toxoplasma gondii Yes Yes Yes Yes
Tick-borne encephalitis virus (TBEV) Yes Yes No No

(Izvor: EFSA, Scientific Opinion on the public health risk related to the consumption of raw
drinking milk, 2015)
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15 opasnosti je povezano s kravama, 8 s ovcama i kozama, 11 s kobilama i magaricama i 2 s
devama. To moze biti i posljedica vece konzumacije kravljeg mlijeka u odnosu na mlijeka

ostalih zivotinja.

Opasnosti su dodatno kategorizirane na temelju sljede¢ih procjena:

veli¢ina utjecaja na zdravlje ljudi bazirano na ucestalosti potvrdenih slucajeva na ljudima
prijavljenih Europskom centru za prevenciju i kontrolu bolesti (ECDC)

ozbiljnost bolesti kod ljudi bazirano na mortalitetu

dokaz da RDM je vazan rizi¢an faktor za bolesti u EU

Od navedenih mikrobioloskih opasnosti smatra se da su: Campylobacter spp., Salmonella
spp., STEC, rasprostranjenije u EU od ostalih opasnosti, s time da je Campylobacter spp.
vode¢i uzrok pojave bolesti. Mnogobrojni putevi kojima sirovo mlijeko moze do¢i do
konzumenata moraju se uzeti u obzir u Cetiri procjene rizika. U mnogim zemljama EU, sirovo
mlijeko moze biti konzumirano na samoj farmi (scenario konzumiranje na samoj farme) ili
moze biti prodano na farmi, a potom konzumirano doma (scenario prodaja na samoj farme).
Prodaja sirovog mlijeka putem mljekomata 1 konzumiranja kod kuce predstavlja scenario

prodaje van farme.

4.1. Mogucée opcije kontrole za reduciranje utjecaja na javno zdravlje koje proizlaze iz

konzumacije svjeZeg sirovog mlijeka

Vazan korak u higijenskoj proizvodnji mlijeka opisano je u detalje u literaturi (Castle 1
Watkins, 1984). Toplinska obrada (npr. visoka temperatura kroz kratko vrijeme pasterizacije)
je dobar nacin za kontrolu mikrobioloskih opasnosti prisutnih u sirovom mlijeku, ali takvi
postupci su izvan podrucja ovog misljenja, jer mijenjaju unutrasnje karakteristike sirovog
mlijeka. Takoder, ostale metode obrade koje ne ukljucuju toplinsku obradu, kao Sto su
ultrafiltracija ili visoki pritisak (Walking-Ribeiro i sur., 2011; Yang i sur., 2012) su takoder
izvan podruc¢ja ovog misljenja 1 nece biti uzete u obzir kao opcije potencijalne kontrole.
Codex Alimentarius higijenske prakse za mlijeko i1 proizvodace mlijeka isti¢e vaznost dobre
poljoprivredne prakse (Good Agricultural Practices - GAP), GHP i dobre stocarske prakse
(Good Animal Husbandry Practices - GAHP) na nivou farme ali priznaje da tu ima
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ogranicenja s punom primjenom HACCP principa na nivou primarne proizvodnje (CAC,
2004). Ovaj vodi¢, kada se u potpunosti implementira, pruza polaziSte za usporedbu s
opcijama dodatnih kontrola (gdje su dostupne). Kontaminacija mlijeka mikroorganizmima
moze proizaci iz velikog broja razli€itih izvora ukljucujuéi unutarnju kontaminaciju proizaslu
iz infekcija same Zivotinje prije dojenja i vanjske kontaminacije proizasle iz okolisnih uvjeta s
fekalnim materijalom same zivotinje za vrijeme dojenja ili indirektno preko opreme za
dojenje, farmskih uvjeta na mjestu upotrebe (Cousins i Bramley, 1981; Moatsou i
Moschopoulou, 2014). Potencijalni izvori farmske kontaminacije i njihov medusobni odnos

prikazan je na shemi 1.

Shema 1. Potencijalni izvori farmske kontaminacije i njihov medusobni odnos
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Figure 8: Schematic diagram to show potential on-farm sources of contamination with
microbiological hazards associated with the production of raw drinking milk. The solid arrows are
considered to be the main source of contamination.

(Izvor: EFSA, Scientific Opinion on the public health risk related to the consumption of raw
drinking milk, 2015)
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Unutrasnja kontaminacija moZe proizac¢i iz kontaminacije mlijeka sistemskim oboljenjima
zivotinja koja se izluCuju u mlijeku. Opéenito, osim ako ne postoji intramamarna infekcija ili
zivotinja ima sistemsku bolest, mlijeko u mlije¢noj zlijezdi ne sadrzi bakterije ili njihove
toksine. Kada se mlijeko izdaja iz sisa moze do¢i do kontaminacije sa povrSine vimena ili

opreme za dojenje (Cousins i Bramley, 1981; Castle, 1985).

Ova kontaminacija moze biti humanog ili animalnog podrijetla, tla ili fekalnih
mikroorganizama koja kontaminiraju povrSinu vimena i posebno povrSinu koze sise ili
povrsine epitela sisnog kanala koji provodi mlijeko iz mlije¢ne Zlijezde do otvora na sisi
(Castle, 1985). Patogeni koji se nalaze u mlijeku mogu potjecati od klini¢ki zdravih Zivotinja
ili iz okoli$nih uvjeta do koje dolazi prilikom prikupljanja ili pohrane mlijeka. Iako se mogu
poduzeti razli¢iti koraci da se minimizira pojava patogena i uzro¢nika kvarenja u sirovom
mlijeku nije moguce ih eliminirati u potpunosti. Istovremeno, nizak nivo zdravlja zivotinja i

kontrole higijene potencijalno vodi poveéanju rizika iz svjezeg sirovog mlijeka.

Nada i sur. (2012) zakljucuju da do poboljsanja u kvaliteti sirovog kravljeg mlijeka dolazi
kroz implementaciju GAP principa na farmama i1 uvazavanja opsega ostalih faktora, kao §to
su hranjenje, zdravlje 1 dobrobit Zivotinja, sanitacija, dojenje, odrzavanje opreme te hladenje,

pohrana i transport sirovog mlijeka.

Piepers 1 sur. (2014) su dokazali da praksa upravljanja utjeCe na broj bakterija u sirovom
mlijeku, ali ta informacija u odnosu na dojenje, zdravlje Zivotinja i upravljanja suhostajem
sugerira da postoje i ostali neidentificirani faktori koji su takoder vazni u kontaminaciji

mlijeka.
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5. SVJEZE SIROVO MLIJEKO 1Z MLJEKOMATA

U Republici Hrvatskoj (RH) i ostalim zemljama EU, biljezi se povecanje broja ljudi koji
konzumiraju svjeze sirovo mlijeko. Ljudi koji konzumiraju takvo mlijeko smatraju kako ono
ima bolje nutritivne odlike, boljeg je okusa i ima ve¢u dobrobit za ljudsko zdravlje te ga na
osnovu takvih razmisljanja konzumiraju populacija koja ima slabiji imunitet, veoma mlade ili
veoma stare osobe, osobe s imunokompresijom i osobe s posebnim prehrambenim potrebama.
Medutim, svjeze sirovo mlijeko moze biti kontaminirano s razli¢itim patogenima, S§to

potvrduju mnoga istrazivanja i dokumentirani proboji bolesti unazad nekoliko godina.

U RH mljekomati su se pojavili unazad nekoliko godina, te do sada nije bilo podataka o
mikrobioloskoj 1 kemijskoj kakvo¢i svjezeg sirovog mlijeka iz mljekomata. Stoga je
Znanstveni odbor Hrvatske agencije za hranu potaknuo istrazivanje mlijeka iz mljekomata
kako bi se utvrdio kemijski sastav (masnoca, proteini, laktoza, suha tvar) svjezeg sirovog
mlijeka iz mljekomata, ispitala mogucnost ostataka antibiotika i kemoterapeutika, te utvrdilo

prisustvo (ili odsustvo) sljede¢ih patogenih mikroorganizama:

Listeria monocytogenes

Mycobacterium avis subsp. paratuberculosis
enterotoksicni Staphylococcus aureus
Camplyobacter jejuni/coli

Escherichia coli 0157 (VTEC/STEC)
Salmonella spp.

Yersinia enterocolitica

virus enzootske leukoze goveda

Coxiella burnetti

U uzorcima sirovog mlijeka nisu utvrdene bakterije C. Jejuni/coli, E. coli 0157 (VTEC ili
STEC), Salmonella spp., Y. enterocolitica, M. avium subsp. paratuberculosis i virus enzootske
leukoze goveda. Prema rezultatima mikrobioloskih analiza mlijeko iz mljekomata bilo je
najéeS¢e kontaminirano s L. mononcytogenes, S. aureus i C. burnetti, patogenim
mikroorganizmima koji mogu dovesti do oboljenja ljudi. Model predvidanja rasta patogenih

bakterija u sirovom mlijeku iz mljekomata prikazan je za L. mononcytogenes i S. aureus, pri
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cemu je koriSten software ComBase. Utvrdeno je da postoji mogucénost rasta L.
mononcytogenes u sirovom mlijeku, pa njezin broj do trenutka konzumacije naraste preko
100 cfu/ml, dok S. aureus niti u slucaju najvece utvrdene kontaminacije neée se namnoziti
preko 105 cfu/ml, vrijednosti koja se smatra grani¢cnom potrebnom za proizvodnju
stafilokoknih enterotoksina u koli¢ini opasnoj za ljudsko zdravlje (HAH, znanstveno misljenje

0 javno zdravstvenom riziku vezanom za konzumaciju sirovog mlijeka, 2016).

Proizvodaci mlijeka postavljaju mljekomate koji omogucavaju automatsko tocenje sirovog
mlijeka iz spremnika. Uredaji mogu biti postavljeni blizu farmi ili na nekoj drugoj lokaciji,
kao $to su ulazi u supermarkete. Radi potencijalnog mikrobioloskog rizika Belgijska agencija
za sigurnost hrane (FASFC) zahtijeva od proizvodaca sirovog mlijeka da striktno primjenjuju
dobru higijensku praksu (Good Hygienic Practices - GHP) i implementiraju samokontrolu
baziranu na HACCP principu (Hazard Analysis and Critical Control Points). Duzni su na
mljekomatima istaknuti upozorenje da je sirovo mlijeko “potrebno termicki obraditi prije
konzumacije” i “skladistiti na temperaturi 0 — 4°C” te je zabranjeno mijeSanje mlijeka s vise

razli¢itih farmi u jednom mljekomatu.

Osim toga, putem on-line ankete provelo se istraZivanje o motiviranosti gradana za kupnju
mlijeka iz mljekomata, te provjeravanje njihova znanja o opasnostima kod konzumacije
ovakve vrste proizvoda i dobre higijenske prakse u vlastitom domacinstvu, kako bi se smanjio
rizik od izazivanja bolesti. (dr.sc. Brigita Hengl; 1. hrvatska konferencija o procjeni rizika

porijeklom iz hrane; Osijek, 2015)
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6. TRENUTNO STANJE U RH

Prema podacima dobivenim iz Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i sigurnost
hrane, na dan 03.02.2016. je u Republici Hrvatskoj u Upisnik registriranih objekata u
poslovanju s hranom zivotinjskog podrijetla upisano 29 mljekomata. Registracija mljekomata
pri Upravi za veterinarstvo i sigurnost hrane je postala obavezna tek objavom Pravilnika o
registraciji subjekata te registraciji i odobravanju objekata (NN, br. 84/15) u kolovozu 2015.
Prema Pravilniku o kakvoc¢i svjezeg sirovog mlijeka (NN 102/00, 111/00, 74/08) mlijeko
mora udovoljavati sljede¢im parametrima:

® da sadrZi najmanje 3,2% mlijeCne masti;
da sadrzi najmanje 3,0% bjelancevina;
da sadrzi najmanje 8,5% suhe tvari bez masti;
da mu je gustoca od 1,028 - 1,034 g/cm? na temperaturi 20°C;
da mu je kiselinski stupanj od 6,6 - 6,8°SH, a pH vrijednost od 6,5 - 6,7;
da mu tocka ledista nije viSa od -0,5170°C,;

da mu je rezultat alkoholne probe s 72% etilnim alkoholom negativan

Sirovo mlijeko uzorkovano je tijekom jeseni 2014. godine (od 20. listopada do 17. studenog;
ukupno u razdoblju od 28 dana), zime 2015. (od 17. do 26. veljace; ukupno 9 dana) i u
proljece/ljeto 2015. (od 9. do 29. lipnja; ukupno 20 dana). U prvom uzorkovanju prikupljeno
je ukupno 30 uzoraka sirovog mlijeka, u drugom 28, a u tre¢em 29 uzoraka. Naknadno je u
prosincu 2015. godine uzorkovano mlijeko iz mljekomata te su napravljene analize na
prisutnost aflatoksina M1 u mlijeku. Tom prigodom prikupljeni su uzorci iz 30 mljekomata.

Analizirano je ukupno 87 uzoraka mlijeka prikupljenih iz mljekomata

Rezultati mikrobioloSkih analiza

Na temelju dobivenih rezultata mikrobioloskih analiza (tablica 5) utvrdeno je kako niti jedan
od 87 uzoraka sirovog mlijeka iz mljekomata nije bio pozitivan na C. jejuni/coli, E. coli 0157
(VTEC ili STEC), Salmonella spp. i Y. enterocolitica. Niti jedan od 57 uzoraka nije bio
pozitivan na M. avium subsp. paratuberculosis, niti jedan od 28 uzoraka nije bio pozitivan na
virus enzootske leukoze goveda. Od 87 pretrazenih uzoraka mlijeka na L. monocytogenes

pozitivna su bila ukupno cetiri uzorka. Dva uzorka bila su pozitivna kod uzorkovanja u
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listopadu, dva u veljaci, dok u lipnju nije bilo pozitivnih nalaza. U prvom uzorkovanju radilo
se o istom proizvodacu mlijeka koji je distribuirao svoje mlijeko preko dva mljekomata, a u
drugom uzorkovanju isti je proizvoda¢ ponovno bio pozitivan na L. monocytogenes (uzorak
na njegovom drugom mljekomatu nije uzet - mljekomat je vjerojatno bio uklonjen). Ovaj
nalaz dokaz je kako su kontaminacije s L. monocytogenes perzistentne te higijenske mjere
koje se poduzimaju moraju biti temeljito provedene. Uzorci pozitivni na L. monocytogenes u
prvom i drugom uzorkovanju slani su na potvrdu kontaminacije u Hrvatski veterinarski
institut, koji je potvrdio prvotni nalaz, te je obavijeStena sanitarna inspekcija. Identifikacija C.
burnetti provedena je na ukupno 57 uzoraka mlijeka prikupljenih u zimskom i ljethom

uzorkovanju.

Koristenjem metode lanc¢ane reakcije polimerazom (konvencionalni PCR i Real-Time PCR)
bilo je pozitivno 10 uzoraka (17,54 %), ili po pet u svakom uzorkovanju te je prevalencija u
zimskom uzorkovanju iznosila 17,86 %, a u ljetnom 17,24 %. Pozitivni uzorci utvrdeni su kod
ukupno 4 proizvodaca mlijeka. U oba uzorkovanja kod tri proizvodac¢a mlijeka, od kojih su
dvojica distribuirala u isto mjesto, a tre¢i u dva mljekomata u 2 razli¢ita mjesta. Jedan
proizvodaca imao je pozitivan uzorak samo u zimskom uzorkovanju, dok je u ljetnom (dakle
nakon zimskog) od istog proizvodaca uzorak bio negativan (HAH, znanstveno miSljenje 0

javno zdravstvenom riziku vezanom za konzumaciju sirovog mlijeka, 2016.).
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Tablica 5. Prikaz rezultata mikrobioloskih analiza za sva tri uzorkovanja

Mikrobioloski Ukupno uzoraka Pozitivni nalazi Komentar

parametar
Salmonella spp./25 mL 87 (30; 28; 29)* -

Uzorkovanje u listopadu bilo je
pozitivno u 2 uzorka, ali od istog
proizvodada. Kako je u jednom

Listeria uzorku potvrdeno 400 cfu/mL,
obavijesStena je sanitarna inspekcija.
monocytogenes/25 mL 87 (30; 28; 29)* 4 (2/2/0)** U uzorkovanju u veljadi isti je

proizvoda¢ imao pozitivan nalaz na
L.m., ali se radilo 0 20 cfu/mL. Osim
u ovom slucaju L.m. utvrdena je kod
jo§ jednog proizvodaca, ali <10

cfu/mL.
Ovaj kriterij nije propisan Uredbom
St&phleCOCCUS . . > 18 2073/2005,  veé se  koristila
aureus/mL 87 (30, 28; 29) preporuka iz Vodi¢a za mikrobiloske
(5/13/15)** kriterije S.a. <10. Pozitivni nalazi

odnose se na >100 cfu/mL, a broj cfu
se kreée u rasponu 200-6000.

Yersinia 87 (30; 28; 29)* -
enterocolitica/25 mL

Campylobacter spp./mL 87 (30; 28; 29)* -

Escherichiacoli 87 (30; 28; 29)* -

0157:H7/mL
Mycobacterium avium 57 (28' 29)* _ Analiza na ove parametre planirana
. ’ je u veljaci i lipnju 2015. Stoga je
subsp. paratuberculosis broj uzoraka manji.

Analiza na ove parametre planirana
je u veljaci i lipnju 2015. Stoga je
broj uzoraka manji. Od 5 pozitivnih

Coxiella burnetti 57 (28; 29)* 10 (5/5)* 2 su od istog proizvadata mlijka
Ovaj m.o. nije propisan Uredbom
2073/2005, ali s obzirom da su
zabiljezeni slucajevi obljenja od Q
groznice u ljudi, nakon konzumacije
konzumiranog  sirovog  mlijeka
obavijeStena je sanitarna inspekcija,
a kako se radi o bolesti koja se
suzbija po zakonu obavijeStena je i
veterinarska inspekcija.

Virus enzootske leukoze 28 - Analiza na ove parametre planirana
je u veljaci i lipnju 2015. Stoga je
goveda broj uzoraka manji.

Kod uzorkovanja u listopadu 2 su
.. R . . . uzorka, od istog proizvodaca, bili
Antimikrobni ||jek0V| 87 (30, 28; 29)* 6 (2/4/0)** pozitivni na nalaz antimikrobnih
lijekova. Kod uzorkovanja u veljaci
sva 4 pozitivna uzorka bila su od

razli¢itih proizvodaca.

*Prvi se broj odnosi na broj uzoraka uzorkovanih u listopadu, drugi u veljaci, a treci u lipnju
**Prvi se broj odnosi na broj pozitivnih uzoraka u listopadu, drugi u veljaéi, a trezi u lipnju

(Izvor: HAH, znanstveno miSljenje o javno zdravstvenom riziku vezanom za konzumaciju

sirovog mlijeka, 2016)
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Rezultati analiza na ostatke antimikrobnih lijekova

Analizom je utvrdena pozitivna reakcija brzim testom TwinsensorBT BT00660+ u ukupno
Sest uzoraka (6,74 %). Ako se gleda po vremenu uzimanja u jesenskom uzorkovanju bila su
dva (6,66 %) pozitivna uzorka, oba kod istog proizvodaca koji prodaje mlijeko na dva
odvojena mljekomata, ali u istom mjestu. U zimskom uzorkovanju bila su cetiri pozitivna
uzorka (14,28 %), svaki kod drugog proizvodaca. U ljetnom uzorkovanju nije bilo pozitivnih
uzoraka (od ukupno 29 uzoraka mlijeka). Pozitivna reakcija odnosi se na skupinu beta
laktamskih antibiotika (penicilin G, cefalosporin, penicilin G, kloksacilin, cefapirin, cefalonij,
cefazolin, cefoperazon i cetiofur) i klortetraciklin koji se nalazenalisti farmakoloski djelatnih
tvari kojih ne smije biti u mlijeku; Uredba komisije (EZ) br. 37/2010 od 22. prosinca 2009. o
farmakoloski djelatnim tvarima i njihovoj klasifikaciji u odnosu na najvece dopustene

koli¢ine rezidua u hrani Zivotinjskog podrijetla).

Kako je rije¢ o brzom testu koji ne govori o koli¢ini odredene antimikrobnog lijeka, nije
moguce usporedivati podatke s prihvatljivim dnevnim unosom niti procijeniti rizik. Medutim,
ovi podaci ukazuju na cCinjenicu da se ne moze isklju€iti mogucnost prisutnosti ostataka
antimikrobnih lijekova i u ve¢im koli¢inama, pa se rezultati trebaju koristiti kao upozorenje
da je u mlijeku moguce utvrditi ostatke antimikrobnih lijekova bez obzira na zakonske propise
o upotrebi farmakoloski djelatnih tvari i postivanju karencije (HAH, znanstveno misljenje o

javno zdravstvenom riziku vezanom za konzumaciju sirovog mlijeka, 2016.).
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7. RASPRAVA

U mnogim Europskim zemljama, kao §to su Njemacka, Francuska, Nizozemska, Belgija,
Danska, Italija, Irska i dijelovi Ujedinjenog Kraljevstva(UK) sirovo kravlje mlijeko smije se
prodavati na farmi direktno potrosa¢ima. U pojedinim zemljama EU (Spanjolska, Poljska,
Norveska) takva prodaja nije dozvoljena. U pojedinim zemljama dozvoljena je direktna
prodaja na farmama sirovog mlijeka koza, ovaca 1 bufala. Podaci o prodaji svjezeg mlijeka
podrijetlom od drugih Zivotinja osim krava, ovaca i koza su veoma ogranic¢ena. Prodaja
mlijeka kobila je dopustena u UK, Francuske, Belgije i Ceske, a u Francuskoj dodatno i

mlijeka magarica.

Podaci o potrosnji sirovog mlijeka u Europi su slabo dokumentirani. Proizvodnja mlijeka u
EU-27 u 2011. je ukupno iznosila 156 000 000 tona. Od toga je ogroman dio (96,8%) kravlje
mlijeko, iako u pojedinim zemljama ¢lanicama iz Istocne Europe znacajan dio zauzima
mlijeko ovaca, koza i bufala. 5 zemalja (Gréka, Spanjolska, Francuska, Italija i Rumunjska)
proizvode oko 92% ukupne proizvodnje EU ov¢jeg mlijeka. Italija je najveci proizvodac
(88%) mlijeka bufala u EU. Mljekare su preuzele 142 000 000 tona, a od toga je 98% kravlje
mlijeko, kao mlijeko za pi¢e obradeno je 31 000 000 tona, 14 000 000 tona sirovog mlijeka je

obradeno na farmi, a samo mali dio je prodano kao RDM.

S druge strane, u pojedinim dijelovima Europe mljekomati se koriste za prodaju svjezeg
sirovog mlijeka, a mogu biti smjeSteni na farmama ili na drugim mjestima. Podaci o to¢nom
broj mljekomata i koli¢ini prodanog svjezeg sirovog mlijeka su nekompletni. Pojedine zemlje
ne dozvoljavaju prodaju RDM putem mljekomata (Danska, Irska, Grcka, Nizozemska,
Spanjolska i UK). Najveéi broj mljekomata u zemljama koje dozvoljavaju ima Italija (1066 u
2013.), Slovacka (182 u 2012.), Austrija (121 u 2013.), Francuska (93 u 2013.), Ceska (14 u
2013.) i Litva (6 u 2013.). Premda su dostupni podaci limitirani ne ukazuju na povecanje
broja mljekomata u EU. Cini se kako se u mljekomatima prodaje isklju¢ivo mlijeko krava

iako se u Ceskoj prodaje i kozje mlijeko.
S obzirom na jednostavni pristup internetu, socijalnim medijima kao $to su blogovi, kao i

internet stranice prodavaca svjezeg sirovog mlijeka, u porastu je i sama prodaja putem

interneta. Takav nac¢in zasigurno omogucava pristup svjezeg sirovog mlijeka bez odlaska na
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farme. Ne postoje objavljeni podaci o prodaji svjezeg sirovog mlijeka putem interneta, kakvi
su trendovi, nac¢inima dostave te da li se prodaje svjeze ohladeno ili zamrznuto. Kako je broj
internet pretrazivanja opéenito u porastu ne moze se tocno odrediti da li je potraga za pojmom

sirovo mlijeko dio takvog opcéenitog porasta.

Opasnosti podrijetlom iz hrane su definirane od strane Codex Alimentarius Commission
(CAC) kao bioloska, kemijska ili fizicka opasnost ili svojstvo hrane koje ima potencijal
izazvati Stetan ucinak na zdravlje (CAC, 1999). U mikrobioloske opasnosti svjezeg sirovog
mlijeka mogu proiza¢i iz infekcije mlijecnih Zivotinja, fekalne kontaminacije i od
mikroorganizama iz okolisa farme. Raznolik opseg mikrobioloskih opasnosti moze
potencijalno biti povezan s kontaminacijom sirovog mlijeka, a to je dokumentirano i u
literaturi, posebice za kravlje mlijeko (Gilmour i Rowe, 1981; Claeys i sur., 2013; Moatsou i
Maschopoulou, 2014; Verraes i sur., 2014). Premda razli¢ite mlije¢ne Zivotinje dijele slicne
opasnosti povezane s mlijekom postoje razlike izmedu zivotinja, posebno obzirom na
infekcije, neke od kojih mogu biti prenesene putem mlijeka. Iz tih razloga, smatra se veoma
vaznim pocetno razmatranje opasnosti povezanih sa svakom od glavnih vrsta mlijecnih
zivotinja relevantnih u EU. To su goveda (prvenstveno krave) mali prezivaci (ukljucujuci
ovce i koze), kopitari (kobile i magarice) i kamelidi (deve). Iako je broj deva u EU mali vazno
je u procjenu uzeti i tu grupu jer mlijeko deva postaje dostupno diljem svijeta.

Na podruc¢ju Europske unije EFSA ima klju¢nu ulogu u procjeni rizika vezano za sigurnost
hrane 1 hrane za Zivotinje. Svojim znanstvenim radom 1 aktivnoS¢u kontinuirano daje izniman
znacaj zaStiti potroSaca i promicanju sigurnosti hrane i globalno pridonosi visokoj zastiti

zdravlja potroSaca.
Stoga je izradeno opsezno izvjeS¢e o javno zdravstvenim rizicima povezanim sa Svjezim

sirovim mlijekom u EU od strane struénjaka iz EFSA-inog Znanstvenog odbora za bioloske
opasnosti (BIOHAZ).
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8. ZAKLJUCCI

1. Mikrobioloske opasnosti koje su identificirane kao prenosive putem mlijeka i prisutne u
mlije¢nih zivotinja koje postoje u EU jesu bakterije Bacillus cereus, Brucella abortus,
Brucella melitensis, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Mycobacterium bovis,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus,
Escherichia coli koja proizvodi shiga toksin (STEC), Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculosis, paraziti Cryptosporidium parvum i Toxoplasma gondii te virus krpeljnog
encefalitisa (TBEV);

2. U Republici Hrvatskoj u uzorcima sirovog mlijeka nisu utvrdene bakterije C. jejuni/coli, E.
coli O157 (VTEC ili STEC), Salmonella spp., Y. enterocolitica, M. avium subsp.

paratuberculosis i virus enzootske leukoze goveda.

3. Prema rezultatima mikrobiolo§kih analiza mlijeko iz mljekomata bilo je najcesce
kontaminirano s L. mononcytogenes, S. aureus i C. burnetti, patogenim mikroorganizmima

koji mogu dovesti do oboljenja ljudi.

4. Na temelju dobivenih podataka, potrebno je educirati potroSace o mikrobioloskim
opasnostima u mlijeku, o postupanju s mlijekom nakon kupnje (obavezna termicka obrada
mlijeka, maksimalno skratiti vrijeme od kupnje do pohrane mlijeka u hladnjaku, koristiti

prijenosni hladnjak kod transporta).

5. PotroSacima svjezeg mlijeka prenesena informacija kako se isto mora prokuhati prije
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10. SAZETAK

NASLOV: MIKROBIOLOSKI RIZICI U PROIZVODNJI SVJEZEG SIROVOG
MLIJEKA

U Republici Hrvatskoj (RH) 1 ostalim zemljama EU, biljezi se povecanje broja ljudi koji
konzumiraju svjeze sirovo mlijeko. Ljudi koji konzumiraju takvo mlijeko smatraju kako ono
ima bolje nutritivne odlike, boljeg je okusa i ima veéu dobrobit za ljudsko zdravlje te ga na
osnovu takvih razmisljanja konzumiraju populacija koja ima slabiji imunitet, veoma mlade ili
veoma stare osobe, osobe s imunokompresijom i osobe s posebnim prehrambenim potrebama.
Medutim, svjeze sirovo mlijeko moze biti kontaminirano s razli¢itim patogenima, S§to
potvrduju mnoga istrazivanja i dokumentirani proboji bolesti unazad nekoliko godina od kojih
su najznacajniji Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli koja proizvodi shiga toksin
(STEC), Brucella melitensis, Mycobacterium bovis i virus krpeljnog encefalitisa, L.
mononcytogenes, S. aureus i C. burnetti . To je mlijeko koje nije podvrgnuto nikakvoj
termickoj obradi tj. nije zagrijavano na temperaturu visu od 40°C, a moze se kupiti u

mljekomatima ili direktnim putem kod proizvodaca mlijeka.

Stoga je izradeno opsezno izvjeS¢e o javno zdravstvenim rizicima povezanim sa
konzumacijom svjezeg sirovog mlijeka u EU od strane stru¢njaka iz EFSA-inog Znanstvenog
odbora za bioloske opasnosti (BIOHAZ) i Znanstveni odbor Hrvatske agencije za hranu u

Republici Hrvatskoj.

Na temelju dobivenih podataka, potrebno je educirati potroSace o mikrobioloskim
opasnostima u mlijeku, o postupanju s mlijekom nakon kupnje (obavezna termicka obrada
mlijeka, maksimalno skratiti vrijeme od kupnje do pohrane mlijeka u hladnjaku, koristiti

prijenosni hladnjak kod transporta). PotroSa¢ima svjeZzeg mlijeka prenesena je informacija

Kljuéne rije¢i: svjeZe sirovo mlijeko, ljudsko zdravlje, prehrambene potrebe,

mikrobioloske opasnosti
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11. SUMMARY

TITLE: MICROBIOLOGICAL RISKS IN PRODUCING FERROUS RAW MILK

In Croatia and in other EU countries, there is an increase in the number of people consuming
fresh raw milk. People who consume such milk consider it to have a better nutritional quality,
a better taste, and a greater benefit to human health, and because of such thoughts it is usually
consumed by a population with a lower immune system, very young or very old persons,
persons with immune suppression and persons with special nutritional needs. However, fresh
raw milk can be contaminated with various pathogens, which is confirmed by many research
and documented disease breakdowns over a few years of which the most important are
Campylobacter spp., Salmonella spp., E. coli producing shiga toxin (STEC), Brucella
melitensis, Mycobacterium bovis and tickling encephalitis virus L. mononcytogenes, S. aureus
and C. burnetti. It is a milk that has not undergone any heat treatment, i.e. it is not heated to a
temperature higher than 40 ° C and can be purchased in automats for milk or directly from
milk producers.

Therefore, an extensive report on public health risks related to the consumption of fresh raw
milk in the EU has been prepared by experts from the EFSA Scientific Committee on
Biological Hazards (BIOHAZ) and the Scientific Committee of the Croatian Food Agency in

Croatia.

Based on the obtained data, it is necessary to educate consumers about microbiological
hazards in milk, about milk treatment after purchase (mandatory thermal processing of milk,
maximally shortage of time from purchase to storage of milk in refrigerator, use of
transportable transport refrigerator). The consumers of fresh milk have been informed that

they have to boil it well before consumption to eliminate microbiological risks.

Key words: fresh raw milk, human health, nutritional needs, microbiological hazards
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