UZIMANJE UZORAKA MLIJEKA ZA MIKROBIOLOŠKU PRETRAGU

Tijekom uzimanja uzoraka sekreta vimena namijenjenog mikrobiološkoj pretrazi moraju se poštivati stroga pravila aseptičkog rada kako bi se tijekom samog uzorkovanja mogućnost zagađenja uzorka mikroflorom s kože životinje, površine vimena i sisa, ruku osobe koja uzima uzorak te okoliša životinje svela na najmanju mjeru.

Potrebni pribor

Za uzimanje uzoraka sekreta vimena preporučuju se sterilne staklene epruvete s prikladnim poklopcem na potisak ili jednokratne plastične epruvete s poklopcem i navojem. Epruvete obujma 15 ml su najprikladnije za rukovanje, no mogu se koristiti i manje. Staklene epruvete steriliziraju se autoklaviranjem odvojene od čepova koji se stavljaju na njih nakon hlađenja. Epruvete se označavaju vodootpornim markerom ili naljepnicom na kojoj se upisuje krava i četvrt vimena. Poželjno je prilikom uzorkovanja držati epruvete složene u stalku radi lakšeg rukovanja. 

Vrijeme uzimanja uzoraka

Uzorci za mikrobiološku pretragu mogu se uzimati prije ili poslije redovite mužnje ili u vremenu između dviju mužnji. Odabir prikladnog trenutka za uzorkovanje usklađuje se s aktivnostima na samom gospodarstvu. Međutim ako se provodi pretraga broja somatskih stanica ili screening test temeljen na staničnom sadržaju treba imati na umu da neposredno nakon mužnje i u vremenu od najmanje 6 sati nakon redovne mužnje broj somatskih stanica u mlijeku nadmašuje broj stanica u mlijeku uzetom na početku redovne mužnje. Stoga ako se uspoređuje broj somatskih stanica ili rezultat screening testa treba uzorkovanje vremenski isplanirati tako da pada uvijek u isto vrijeme u odnosu na redovnu mužnju.

Priprema vimena i sisa

Vime a naročito sise moraju biti čiste i suhe prije samog uzimanja uzorka. Prvih nekoliko mlazova treba odbaciti kako bi spriječili zagađenje bakterijama prisutnim u sisnom kanalu. Čisto vime nije potrebno prati no prašinu i čestice stelje treba ukloniti brisanjem suhim papirnatim rupčićem. Prljave sise potrebno je oprati za što se preporučuju papirnati rupčići namočeni u dezinficijens, nakon čega sise treba obrisati suhim papirnatim rupčićem. Dodatni postupak, naročito prilikom uzimanja uzoraka za istraživačke svrhe, uključuje i uranjanje sisa u otopinu germicidnih tvari kao što su 1% jodofor ili 4% hipoklorit. Otopina germicida ostavlja se na sisama 20-30 sekundi nakon kojeg vremena sisu treba obrisati suhim papirnatim rupčićem. 

Vrh sise potom treba temeljito očistiti vatom namočenom 70%-tnim etilnim ili izopropilnim alkoholom. Alkohol se preporučuje jer brzo hlapi i ne izaziva baktericidni učinak u uzorku. Za svaku četvrt treba koristiti poseban jastučić vate. Brisanje jastučićem vate treba ponavljati sve dok nova površina jastučića ne ostaje čista. Da bi izbjegli ponovno zagađenje vrha sise najprije se dezinficiraju vrhovi sisa na suprotnoj strani životinje od one na kojoj se nalazi osoba koja uzima uzorak pa tek onda oni koji su na istoj strani na kojoj je i operater. 

Uzimanje uzoraka

Kako bi se spriječila kontaminacija vrhova sisa uzimaju se prvo uzorci iz sisa s one strane tijela životinje na kojoj se nalazi osoba koja uzorkuje, a potom sa suprotne strane. Poklopac epruvete treba skinuti bez dodiravanja unutrašnje površine poklopca. Za vrijeme punjenja epruvete poklopac treba držati tako da je unutarnja površina okrenuta prema dolje. Epruvetu treba držati nagnutu prema vodoravnoj osi što je više moguće, a sisu iz koje se uzima uzorak također dovesti u skoro vodoravan položaj te pomusti uzorak izravno u epruvetu. Pritom spriječiti dodirivanje vrha sise s poklopcem i/ili otvorom epruvete. Da bi smanjili mogućnost zagađenja uzorka cijeli postupak od otvaranja prazne epruvete do zatvaranja epruvete s uzorkom treba izvesti u što kraćem vremenu. Preporučuje se uzimanje svake pojedinačne četvrti za mikrobiološku pretragu. Samo u iznimnim slučajevima može se uzeti skupni uzorak iz svih četvrti u jednu epruvetu pazeći pritom da se iz svake četvrti pomuze podjednaka količina sekreta vimena. 

Čuvanje uzoraka

Nakon što su uzorci prikupljeni i položeni u prikladne stalke radi lakšeg rukovanja treba ih staviti na led i čuvati do laboratorijske obrade pri temperaturi od 5ºC. U laboratoriju ih je potrebno nacijepiti odmah nakon primitka ili ih pohraniti na temperaturi 4-5ºC i obraditi unutar 24 sata. Međutim izdvajanje streptokoka i stafilokoka iz uzoraka sekreta vimena nije bitno slabije niti ako je uzorak pohranjen tjedan pa i do šest tjedana pri spomenutoj temperaturi. Izuzetak je Nocardia spp. čije je izdvajanje malo vjerojatno već nakon nekoliko sati ili nakon smrzavanja uzorka. Smrzavanje uzorka može rezultirati i smanjenom vjerojatnošću za izdvajanje bakterije E. coli. Smrznuti uzorci ne mogu se koristiti za određivanje broja somatskih stanica. 
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Odjel za bakteriologiju i parazitologiju

Laboratorij za mastitise i kakvoću 

sirovog mlijeka

Naputak za uzimanje uzoraka sekreta vimena za mikrobiološku pretragu

· Označiti epruvete za uzorke prije samog uzimanja uzorka

· Papirnatim ubrusom očistiti sa sisa grube nečistoće (feces, stelja itd.). Samo jako zaprljano vime treba oprati i posušiti.

· Pomusti nekoliko mlazova sekreta u posebnu posudu ili testnu pliticu i provjeriti ima li znakova kliničkog mastitisa (prisutnost krpica, gnoja)
· Uroniti sve četvrti u dezinficijens koji se inače koristi za dezinfekciju prije mužnje i omogućiti djelovanje 30 sekundi

· Posušiti sise suhim rupčićem koristeći za svaku sisu posebni rupčić

· Vrhove sisa temeljito obrisati vatom namočenom u 70% alkohol počinjući od suprotne strane životinje od one na kojoj stoji operater

· Uzeti uzorke u nakošenu epruvetu (45°) počinjući od strane životinje koja je bliže operateru. Epruvetu napuniti do ¾ volumena

· Nakon uzimanja uzorka sise bi trebalo uroniti u dezinficijens za dezinfekciju nakon mužnje, ako je uzorak uzet između redovnih mužnji.

· Uzorke tijekom transporta u dijagnostički laboratorij držati na hladnom

