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Mleko odpadowe
— zagrozenia zwigzane z wykorzystaniem w gospodarstwie
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Waste milk — hazards associated with its use on a farm

Markiewicz H.', Krumrych W.?, Gouda R.% Milk Testing Laboratory’,
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This article aims at the presentation of important consequences that result from
the use of waste milk on a farm. It may have economic justification, however
it brings numerous threats that should be taken into account in the balance
of profits and losses. Low concentrations of antibiotics present in the milk in
withdrawal period may lead to the resistant strains selection and the induction
of mobile genetic elements transfer. Sub-MIC concentrations can also cause an
increase in the mutagenesis of bacteria, which may be one of the mechanisms
conditioning the emergence of drug resistance. They can also induce changes
in the morphology and physiology of bacterial cells, which makes their proper
identification and diagnosis difficult.
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leko odpadowe, czyli mleko niedopuszczone do

sprzedazy, to zar6wno mleko cechujace sie obec-
noscia pozostatosci antybiotykow, jak i mleko tzw. ma-
stitowe z wysoka liczbg komoérek somatycznych oraz
bakterii, a takze siara i mleko przej$ciowe. Wykorzy-
stanie takiego mleka jako zamiennika preparatow mle-
kozastepczych jest powszechne w odchowie cielat. Czas
karmienia cielat mlekiem trwa zwykle okoto 8 tygo-
dni i jest to okres, w ktérym odnotowuje sie najwiek-
sz3 zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ tych zwierzat. Ry-
zyko zwigzane z wykorzystaniem mleka odpadowego
dotyczy ewentualnej obecnosci bakterii chorobotwor-
czych i/lub ich toksyn, moggcych by¢ przyczyna biegu-
nek, oraz obecnosci pozostatosci antybiotykow, ktore
moga przyczyniac sie do wyselekcjonowania szczepéw
opornych w mikrobiomie jelit.

Okres karencji jest to niezbedny czas, w ktorym ste-
zenie antybiotyku ulega obnizeniu <MRL (maximum
residue limit — najwyzsze dopuszczalne stezenie po-
zostatosci). Po zakonczeniu okresu karencji pozostato-
$ci lekéw antydrobnoustrojowych moga jednak pozo-
stawa¢ w stezeniach subinhibicyjnych, ktére wptywaja
na fizjologie bakterii. Przykladowo, MRL dla penicy-
lin (penicylina G, amoksycylina, ampicylina) wyno-
si 4 pg/kg™, podczas gdy stezenie 2 pg/kg hamuje
wzrost Bacillus stearothermophilus, ktéry jest drobno-
ustrojem testowym (1).

Wykazano, ze obecnos$¢ antybiotykéw w mleku
w stezeniach nizszych niz minimalne stezenie hamu-
jace wzrost bakterii (MIC) moze prowadzi¢ do selekcji
szczepow opornych. Uwaza sie, Ze stezenia subinhibi-
cyjne w organizmie moga by¢ konsekwencja niewlas-
ciwego stosowania, lub tez stosowania antybiotykéw

tkankowo swoistych, ktére w innych tkankach i or-
ganach nie osiggaja MIC. Pojenie cielgt mlekiem za-
wierajacym pozostatosci antybiotykow sprzyja selekcji
szczepow opornych nie tylko w Srodowisku mikrobiomu
jelitowego, ale réwniez w drogach oddechowych, po-
przez kontakt mleka ze $luzawica. Wchtanianie anty-
biotykéw w jelitach przyczynia sie tez do selekcji szcze-
pow opornych w innych czesciach ciata (2).

Cieleta pojone mlekiem zawierajagcym pozostalo-
$ci antybiotykéw (ampicylina, penicylina G, ceftiofur,
oksytetracyklina) mialy w kale istotnie wiecej bak-
terii E. coli opornych na ampicyline, ceftiofur, cefok-
sitin, streptomycyne i tetracykliny. Szczepy wrazli-
we cechowaly sie natomiast zahamowaniem wzrostu
nawet w przypadku ekspozycji na subinhibicyjne ste-
zenia antybiotykow. Stezenie to nazywane jest mini-
malnym stezeniem selekcyjnym — MSC (3). Stezenia
podprogowe antybiotykow z jednej strony silnie wpty-
waja na selekcjonowanie szczepéw opornych, z drugiej
za$ przyczyniajg sie do powstawania bakterii zmienio-
nych morfologicznie. Ponadto Srodowisko takie sprzy-
ja transferowi mobilnych elementéw genetycznych na
drodze horyzontalnego transferu genéw, co prowadzi
do rozpowszechnienia genéw opornosci nawet pomie-
dzy bakteriami odleglymi filogenetycznie.

Mleko karencyjne wykorzystywane do pojenia cie-
Iat nie jest jednak jedyna przyczyna selekcji szczepow
niewrazliwych na dziatanie antybiotykéw. Wykaza-
no bowiem liczng obecnos$¢ opornych szczepéw E. coli
w mikrobiomie jelit cielat, ktére nigdy nie otrzymy-
waty lekéw przeciwbakteryjnych (4). Réwniez brak
wrazliwosci pateczek E. coli, izolowanych z katu, na
sulfonamidy, tetracykliny i aminoglikozydy byt po-
wszechny u cielat, niezaleznie od rodzaju pokarmu.
Podobnie oporno$¢ na erytromycyne (98,9%), peni-
cyline G (100%) i pirlimycyne (99,4%) nie zalezala od
specyfiki mleka wykorzystywanego do pojenia. Brak
podatnosci na rézne klasy antybiotykow izolowanych
szczepOw sugeruje nabycie gendéw opornosci poprzez
wymiane materialu genetycznego. Fenotypowa opor-
no$¢ na tetracykliny wskazuje z duzym prawdopo-
dobienistwem brak wrazliwosci na streptomycyne (5).
Wydaje sie, ze ograniczenie wykorzystywania mleka
od kréw leczonych w okresie laktacji powinno zmniej-
szy¢ czestotliwo$¢ wystepowania opornych szczepow
E. coli u cielat. W celu zmniejszenia ekspozycji cielat
na pozostalosci antybiotykow nie zaleca sie tez wyko-
rzystywania mleka pozyskanego w pierwszym dniu po
leczeniu, lub przynajmniej z pierwszego doju po za-
konczeniu leczenia (6, 7).

Mleko karencyjne moze zawierac¢, oprocz pozosta-
tosci antybiotykéw, réwniez bakterie wielolekoopor-
ne, ktore rozprzestrzenia sie u cielat. (8). Ekspozycja
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na rézne klasy antybiotykéw w tym samym czasie jest
czynnikiem sprzyjajacym selekcji takich szczepow.
Wykorzystywanie mleka, zaréwno od kréw poddanych
antybiotykoterapii w okresie laktacji (gléwnie leczenie
mastitis), jak i od kréw, ktére wchodzac w zasuszenie,
otrzymywaty preparaty DC do kazdej ¢wiartki, kiedy
karencja objete jest mleko z kilku udojéw po wyciele-
niu, wigze sie tez z mozliwos$cig zakazenia cielat przez
patogeny niepoddajace sie leczeniu. W gospodarstwach,
w ktorych stosowana jest tzw. kompletna terapia w za-
suszeniu, nie ma siary bez pozostatosci antybiotykow.
W badaniach przeprowadzonych w Holandii wykazano,
Ze W 67% probek siary stezenie antybiotykow nie prze-
kraczato MRL, 29% cechowalo sie koncentracjg klok-
sacyliny >MRL, 3% przekraczalo MRL dla ampicyliny,
a 1% dla penicyliny (9). Na ilo$¢ antybiotyku obecnego
w siarze (pierwszy d6j po wycieleniu) i w tzw. mleku
przejsciowym (1-4 dzien post partum) ma wplyw dtu-
gos¢ okresu zasuszenia. W przypadku wczesniejszego
wycielenia okres karencji powinien zosta¢ wydtuzony
o0 czas miedzy rzeczywistym a przewidywanym wycie-
leniem. Ryzyko selekcji szczepéw opornych moze wzra-
stad, kiedy stezenie antybiotyku w mleku jest wyzsze
niz w przypadku wycielenia w terminie.

Wykazano, ze wykorzystywanie siary od krow, u kt6-
rych do profilaktyki i terapii w zasuszeniu stosowano
penicyline i aminoglikozydy, nie wplywalo na wzrost
wydalania z katem opornych szczepow E. coli (6). Z kolei
u cielat pojonych mlekiem odpadowym zawierajacym
pozostatosci cefalosporyn, pasteryzowanym lub niepa-
steryzowanym, stwierdzono wyzsza prewalencje opor-
nych szczep6w E. coli w poréwnaniu z cieletami pojony-
mi mlekiem zbiorczym. Nie wykazano natomiast réznic
w opornosci pomiedzy szczepami Enterococcus spp. (10).
Przyczyna braku réznic moze by¢ oporno$¢ naturalna
tych patogendw lub podwyzszona ekspresja natural-
nych genéw opornosci na skutek presji antybiotykowej.

Pojenie cielat mlekiem zawierajgcym pozostato-
$ci antybiotykéw wplywa na wzrost ilosci opornych
szczepow E. coli wydalanych z katem zwierzat w wieku
2-3 tygodni. W wieku 7 tyg. obserwowano natomiast
zmniejszenie ilo$ci takich szczepéw w kale, a w wie-
ku 12 tyg. (6 tyg. po zaprzestaniu podawania mleka)
widoczny byt dalszy spadek ilo$ci szczepéw opornych.
Nie wykazano réwniez réznic co do sktadu mikroflo-
ry jelit miedzy cieletami pojonymi mlekiem karencyj-
nym a pojonymi mlekiem niezawierajagcym pozosta-
tosci antybiotykow (10, 11). Dane te pokazuja, Ze presja
selekcyjna wywierana przez pozostatoSci antybioty-
kow nie jest jedynym czynnikiem wplywajacym na
sktad mikroflory jelit.

Stezenia podprogowe antybiotykéw beta-laktamo-
wych, najczesciej stosowanych w leczeniu mastitis, po-
woduja zaburzenia w procesie syntezy skladnikow Scia-
ny komorkowej, czego konsekwencjg moga by¢ zmiany
morfologii bakterii, co z kolei moze znacznie utrud-
nia¢ ich identyfikacje. Zmiany dotycza réwniez fizjo-
logii komorek bakteryjnych. Nowe fenotypy patogendw
wydaja sie mie¢ charakter adaptacyjny (12).

Subterapeutyczne stezenia antybiotkow, bedace
tez zwigzkami sygnatlowymi, moga réwniez powodo-
waé nadekspresje genéw kodujacych czynniki wiru-
lencji okreslonych patogenéw, co skutkuje wzmozong
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zjadliwos$cia bakterii (13). Skutkiem oddziatywania an-
tybiotykow w stezeniach subinhibicyjnych na patogeny
jest nie tylko selekcja szczepéw opornych, ale rowniez
indukcja transferu mobilnych elementéw genetycz-
nych. Stezenia sub-MIC powodujg tez wzrost muta-
genezy bakterii, co moze by¢ jednym z mechanizméw
warunkujgcych powstanie lekoopornosci (14).

Oporno$¢ patogenéw na antybiotyki beta-laktamowe
powodowana jest przede wszystkim przez nabycie ge-
néw opornosci za posrednictwem plazmidow, na dro-
dze horyzontalnego transferu genéw. Geny warunkuja-
ce opornos$¢ na tetracykliny umiejscowione sg réwniez
na mobilnych elementach genetycznych (transpozo-
ny z rodziny Tn 916 — Tn 1545). Horyzontalny transfer
genow odbywa sie takze pomiedzy bakteriami srodo-
wiskowymi i komensalnymi (15).

Lekoopornos$¢ bakterii rozpatrywana jest gtéwnie
w kontekscie klinicznych konsekwencji tego zjawi-
ska. Oporne szczepy E. coli izolowane z katu mogg by¢
Zrodlem genéw opornosci dla innych bakterii znaj-
dujacych sie w otoczeniu. Pozostatosci antybiotykow
wydalane z odchodami i wydzielinami, jak tez szczepy
oporne wydalane z katem trafiajg razem z obornikiem
do srodowiska w celu uzyzZnienia gleby, co niewatpli-
wie przeklada sie na rozprzestrzenianie si¢ opornych
bakterii oraz genéw opornosci (16).

Subterapeutyczne stezenia antybiotykéw moga by¢
réwniez przyczyng stresu w komdrkach bakteryjnych,
w wyniku ktérego indukowany jest regulon odpowiedzi
SOS. Odpowiedz tego typu ma miejsce, gdy dochodzi do
rozlegtego uszkodzenia DNA mikroorganizmu. W wy-
niku odpowiedzi SOS dochodzi do spontanicznych mu-
tacji, ktére moga zosta¢ utrwalone w populacji bakterii.
Odpowiedz SOS bakterii jest tez indukowana przez letal-
ne stezenia antybiotykow. Stezenia te cechuja sie silng
presja selekcyjng, czego konsekwencja jest Smier¢ ko-
morki lub nabycie mutacji pozwalajacej jej przezy¢ (17).

Do pojenia cielgt wykorzystywane jest takze mle-
ko cechujace sie wysoka liczbga komoérek somatycz-
nych oraz zmianami (np. obecno$¢ strzepkéw, klacz-
kéw). Mleko takie moze by¢ zrodtem zakazenia cielat
i przyczyng biegunek. Zwraca sie¢ uwage, ze réwniez
pojenie cielat siarg niepasteryzowang moze wigzac sie
z wiekszym prawdopodobienistwem wystepowania bie-
gunek, gdy nieznana jest jakos¢ mikrobiologiczna sia-
ry, ktora moze by¢ potencjalnym zZrédtem patogendw.

Mlekiem tzw. mastitowym nie powinny by¢ kar-
mione szczegdlnie cieleta w pierwszej dobie zycia, ze
wzgledu na brak szczelnosci jelit i mozliwos¢ zakaze-
nia patogenami znajdujacymi sie w mleku.

Pasteryzacja mleka w temp. 60°C przez 2 godz. po-
zwala na zabicie wszystkich lub prawie wszystkich
bakterii, Iacznie ze szczepami ESBL - E. coli (ESBL -
beta-laktamazy cechujace sie rozszerzonym spektrum
substratowym) (18). Wykazano, Ze pasteryzacja siary
w temp. 60°C przez 120 min nie miata wplywu na za-
warto$¢ w niej IgG (19). Rowniez pasteryzacja przez
60 min w temp. 60°C pozwala wyeliminowa¢ patogeny
chorobotworcze i utrzymac odpowiednia ilo$¢ przeciw-
cial. Zaleca sie okresowa kontrole procesu pasteryzacji.
Po prawidlowym jej przeprowadzeniu catkowita licz-
ba bakterii powinna wynosi¢ <20 000 CFU/ml. Wyka-
Zano, ze pasteryzacja przeprowadzona w optymalnych
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warunkach czasu i temperatury pozwala zmniejszy¢
liczbe bakterii w mleku 0 98—-99%, co jest szczegdlnie
istotne w przypadku takich patogenéw jak Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis, Salmonella spp., My-
coplasma spp., Listeria monocytogenes, Camphylobacter
spp., Mycobacterium bovis, Staphylococcus aureus, E. coli,
Pasteurella spp., wirus wirusowej biegunki bydta (BVD)
oraz wirus biataczki bydta (BLV; 20).

Alternatywna, bardziej ekonomiczna od pasteryza-
cji metoda moze by¢ termizacja. Polega ona na pod-
grzaniu mleka do temp. 57-68°C przez 15-30 sekund.
W przypadku gronkowcow koagulazo-ujemnych (CNS)
wzrost temperatury mleka do 60°C przez 30 s redukowat
liczbe CFU (jednostek tworzgcych kolonie) o 3,3 cyk-
le logarytmiczne. Proces ten powodowal inaktywa-
cje Staph. aureus w 78% prébek, a w 22% probek liczba
CFU byla zredukowana o 1 log w poréwnaniu z préb-
kami niepoddanymi termizacji. Termizacja mleka po-
chodzacego od krow ze S. aureus mastitis przez 1 min
w temp. 60°C zmniejsza ryzyko zachorowania cielat.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze metoda ta jest niesku-
teczna w przypadku obecnosci Mycobacterium paratu-
berculosis i Mycoplasma spp. (21).

W praktyce wykorzystywana jest takze metoda acy-
dyfikacji, polegajaca na zakwaszaniu mleka odpado-
wego. Wykazano, ze dodanie do litra mleka 30 ml 85%
roztworu wodnego kwasu mréwkowego byto porow-
nywalne z pasteryzacja w prewencji biegunek u cielat
(22). Wymagane pH mleka dla zahamowania wzro-
stu drobnoustrojow to 4-4,5. Zakwaszenie takie moz-
na osiggnad, dodajac 30 ml 9,8% kwasu mréwkowego
do 11 mleka lub 40-45 ml tego kwasu do 1 litra siary.
W celu obnizenia pH mleka stosowany jest tez kwas
cytrynowy. Nalezy przy tym podkresli¢, ze zakwasze-
nie pozwala na magazynowanie mleka w temperatu-
rze otoczenia (23).

Pasteryzacja i termizacja nie eliminuja jednak po-
zostatosci lekow antydrobnoustrojowych obecnych
w mleku. Antybiotyki cechuja sie¢ bowiem rézng ter-
mostabilno$cia. Wykazano, ze ogrzewanie mleka za-
wierajgcego pozostatosci antybiotykéw przez 20 min
w temperaturze 120°C powoduje degradacje 47% obec-
nej amoksycyliny, 84% ampicyliny, 53% kloksacyliny
i 61% penicyliny (24). Najwieksza termowrazliwoscia
cechuja sie antybiotyki beta-laktamowe, mniej podatne
na dzialanie temperatury sg odpowiednio tetracykliny,
kolistyna, linkomycyna, sulfonamidy (25). Antybiotyki
beta-laktamowe w mleku s3 skutecznie degradowane
przez inkubacje z odpowiednimi do stosowanego an-
tybiotyku beta-laktamazami — penicylinazg lub cefa-
losporynaza (26, 18).

Konsekwencja wykorzystywania mleka odpado-
wego jest jednak nie tylko mozliwos¢ selekcji szcze-
poéw opornych, czy tez zakazenia cielat przez patoge-
ny obecne w mleku. Karmienie mlekiem odpadowym
skutkuje bowiem takze wyzsza ekspresja genow zwig-
zanych z wystepowaniem zaburzen metabolicznych
w pdzniejszym wieku (23).

Pojenie mlekiem odpadowym cieliczek wiaze sie
z kolei ze wzrostem ryzyka wystgpienia u nich masti-
tis, kiedy beda jatéwkami. Obsysanie, wylizywanie sie
nawzajem przez cieleta karmione mlekiem tzw. masti-
towym moze prowadzi¢ do zasiedlenia skory strzykow

i wymienia przez patogeny chorobotworcze, takie jak
Streptococcus agalactiae i Staphylococcus aureus obecne
w mleku. Patogeny te moga przetrwac¢ az do pierw-
szego wycielenia i by¢ przyczyna mastitis u jatéwek lub
pierwiastek w okresie okoloporodowym.

Niskie stezenia antybiotykéw obecne w mleku ka-
rencyjnym, oprocz presji selekcyjnej patogenéw, moga
tez indukowac¢ zmiany w morfologii i fizjologii komd-
rek bakteryjnych, co utrudnia ich diagnostyke.

Wykorzystywanie mleka odpadowego w gospodar-
stwie moze mie¢ uzasadnienie ekonomiczne, niesie jed-
nak za soba liczne zagrozenia, ktore powinny by¢ brane
pod uwage w bilansie zyskéw i strat. Biorac pod uwa-
ge fakt, ze pozostalosci penicyliny i aminoglikozydow
w siarze nie wplywaja na zmiane mikroflory jelit cie-
lat, wydaje sig, ze w profilaktyce i terapii w zasusze-
niu preferowane powinny by¢ wlasnie te antybiotyki.
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