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Metody wykrywania antybiotykéw w mleku

7 Instytutu Przemystu Mleczarskiego w Warszaw.e

O szeregu lat do zwalczania licznych scho-
rzen u bydla stosuje sie rozne antybiotyki. W
zwigzku z tym mleko od krow poddanych le-
czeniu moze zawieraé pewne ilosci antybioty-
kéw. Obecnosé antybiotykow w mleku i jego
przetworach moze szkodzi¢ zdrowiu ludzkie-
mu, jak réwniez powodowaé zaburzenia w pro-
cesach technologicznych przemyslu mleczar-
skiego.

Wiadze sanitarne takich panstw jak: USA,
Anglia, Dania, Holandia, Szwecja, Szwajcaria,
Niemcy Zachednie, gdzie leczenie krow anty-
biotykami jest powszechne, przywiazuja duze
znaczenie do wystepowania antybiotykow —w
mleku i jego przetworach. Stwierdzono, ze wie-
le konsumentéw, szczegdlnie w USA, cierpi
z powodu antybiotykéw na schorzenia aler-
giczne. Oblicza sie, ze 10%o ludnoSci jest uczu-
lone na antybiotyki, a w szczegdlnosci penicy-
line (2).

Zawartosé antybiotykéw w mleku przerobo-
wym stanowi rowniez powazne zagadnienie dla
przemystu mleczarskiego. Problem ten szczegol-
nie ostro wystepuje w krajach, gdzie leczenie
zapalen wymienia antybiotykami jest pow-
szechne. W Anglii 14%/o mleka wykazuje zawar-
tos¢ antybiotykoéw, ale poniewaz jest mieszane
w zakladach z mlekiem czystym, skazeniu ule-
ga wszystko mleko (1). Nieduza nawet zawar-
togé antybiotykéw w mleku serowarskim po-
woduje zaburzenia w procesach technologicz-
nych, doprowadzajac niejednokrotnie do ze-
psucia catych wardéw.

Wealdmeier przytacza kilka przykladéw du-
zych strat mleczarni szwajcarskich (3), ponie-
waz w mieku przercbowym znajdowaty si¢ an-
tybiotyki. Na przyklad w jednej z mleczari
caly war sera ementalskiego musiano przezna-
czy¢ na pasze dla $win, poniewaz znalazlo sie
w nim mleko od krowy, ktora otrzymala do-
wymieniowo /4 tubki penicyliny. Z tego same-
go powodu w innej mleczarni uleglo zepsuciu
3000 1 jogurtu. Ten sam autor informuje, ze
w jednej z mleczarn dodano nieopatrznie 100
1 mleka od kréw leczonych penicyling do 5000
1 mleka czystego, marnujac w ten sposéb calg
partie mleka. Dzieje sie to na skutek bakterio-
statycznych wlasciwosci antybiotykéw. Obec-
noéé antybiotykéw w mleku utrudnia przepro-
wadzenie préby reduktazowej i fermentacyj-
nej, ktére sg stosowane do oceny jakosci mleka.
W zwiazku z tym nalezaloby sie zastanowic
jakiego rodzaju antybiotyki i w jakich ilos-
ciach sa uzywane do leczenia schorzen bydta,
oraz w jaki sposéb mozna je wykrywac, aby
unikngé przenikania do sprzedazy mleka i pro-
duktéw mleczarskich skazonych antybiotykami.
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Penicylina jest pierwszym z antybiotykow,
jaki zostal zastosowany przy leczeniu zapalen
wymienia, oraz nadal pozostaje najczesciej sto-
sowanym lekiem (5, 7, 9). Innymi antybioty-
kami zalecanymi do leczenia zapalen wymie-
nia sq: streptomycyna, chlortetracyklina, oksy-
tetracyklina, bacitracyna, neomycyna, chlo-
romycetyna (5,7). Probowano réwniez stosowaéd
przy leczeniu zapalen wymion kombinacje réz-
nych antybiotykéw: neomycyne z penicyling,
neomycyne z bacitracyna, penicyling lub neo-
mycyne z bacitracyng (8).

Antybiotyki podawane sg zwierzetom (4, 5,
68): dowymieniowo i domig$niowo oraz doust-

nie (schorzenia przewodu pokarmowego i in-

ne, oraz wyjatkowo w celach dietetycznych).

Czynniki wplywajace na zawartos¢ antybio-
tyku w mleku kréow leczonych uzaleznione sa:
1. od zaawansowania schorzenia, 2. rodzaju ste-
zenia i ilosei uzytego antybiotyku, 3 czestotli-
wosci stosowania, 4. dtugosci okresu leczenia,
5. sposobu podawania antybiotyku, 6. ilodei
mleka uzyskanego z gruczolu, 7. odstepu czasu
jaki uplyngl pomiedzy leczeniem, a dojeniern.

Metody stosowane do okre$lania lub wykry-
wania antybiotyku mozna podzieli¢ na: 1) me-
tody chemiczne, 2) metody mikrobiologiczne,
3) metody oparte na réwnoczesnym podawaniu
barwnikéw i antybiotykow, 4) metody opar-
te na znakowaniu izotopami.

Dokladnosé metod chemicznych w pordw-
naniu z metodami mikrobiologicznymi jest na
ogél bardzo mala. Poniewaz w mleku znaj-
duje sie male stezenie penicyliny, metody che-
miczne nie majg wiec duzego zastosowania (10,
11). Z dokladniejszych metod chemicznych
mozna podaé te, ktére pozwalaja wykry¢ peni-
cyline z dokladnoscig do 1 meg na 1 ml mleka.
Nietoda ta polega na reakcji miedzy penicylina
i N-etylenodwuaming (12). Do metod bardzie]
czulych zaliczamy metode fluorometryczng
Scudi’ego i Jelinka (13) przy pomocy 2-meto-
ksy-tr6jchloro-9-aminoakrydyny. Metoda ta
pozwala ustali¢ zawartes¢ penicyliny z doklad-
nogcig do ©,0825 mcg, to znaczy prawie do 0,1
JM. Metody Forda i Gaspera (14, 16) z powo-
du matej jej dokladno$ci nie podajemy.

Terramycyne mozna wykry¢ przez absorpcje
w ultrafiolecie w roztworze kwasu (17). Wykry-
cie mozliwe jest przy zawartosci 8 do 80 mcg
terramycyny na 1 ml mleka. Chloromycetyna
moze byé rowniez oznaczona drogg absorpeji
w nadfiolecie. W polgczeniu z alfa-naftolem,
chloromycetyna daje charakterystyczne zabar-
wienie, pozwalajgce na oznaczanie koloryme-
tryczne. Dla streptomycyny wzglednie czula,
jest metcda oparta na pedgrzewaniu w roz-
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tworze zasadowym. Powstaje maltol, ktory
mozna wykryé przy uzyciu fenolu (18).

Nitroprusydek i zelazocjanek potasu daja
w roztworze zasadowym zabarwienie pozwala-
jace zastosowaé oznaczenia fotometryczne (19).
Do tej metody wymagane jest stezenie strepto-
mycyny od 20 do 100 meg na ml prébki. Metode
te rowniez mozna zastosowaé do pochodnych
streptomyecyny, np. do dihydrostreptomycyny.
Streptomycyna ,B” oznaczana jest na podsta-
wie zawartoéci mannozy przy uzyciu odezynni-
ka antronu. Aureomycyna daje bardzo silng
fluorescencje, ktéra osigga swe maksimum przy
pH — 6,5. Probka powinna zawierac stezenie
aureomycyny w granicach od 0,0025 do 0,35
meg/ml. Kolor jest staly. Erytromycyna ogrze-
wana z silnym kwasem rozklada sie dajgc ko-
lor zéty, umozliwiajgey oznaczenia koloryme-
tryczne.

Metody mikrobiolegiczne stuzace do wykry-
wania penicyliny i innych antybiotykéw w mle-
ku oparte sa na wrazliwosci niektérych bak-
terii na antybictyki.

Juncher (20) opisal odmiane metody plytek
agarowych, stosujgc Staphylococcus aureus
i Sarcina lutea. Jacket i Steeg (21) opracowali
metode plytkowsg do wykrywania penicyliny,
aurecmycyny i streptomycyny, stosujagc Mic-
rococcus pyogenes dla penicyliny, B. cereus dla
streptomycyny i B. mycoides do aureomycyny.
,Food and Drug Administration” (FDA) za-
twierdzila i wprowadzila jako metode urzedo-
wa, metode krazkowa, przy ktorej stosuje sie
Bac. subtilis (22). Czulosé tej metody wynosi
od 0,02 do 0,05 JM/ml probki.

Szereg autorow jak Krienke (23), Sanchez
i Lamensans (24), Uliberg (25), Owverby (286),
Fleischmann (27), Adamse (28), Hietaranta 1
Von Timroth (22), Galesloot (29), Neal i Cal-
bert (30), Berrigge (31) i inni opracowali me-
tody wykrywania penicyliny i innych antybio-
tykow w mleku, polegajgce na zmianie kwaso-
wosci lub potencjatlu oksydoredukcyjnego. Naj-
prostsze metody wykrywania antybiotykéw w
mleku polegaja na zaszezepieniu kultur zakwa-
szajacych na prébkach mleka badanego i na
materiale kontrolnym. Z uzywanych kultur
mozna wymieni¢é Lactobacillus  bulgaricus
(wyodrebniono szczepy o réznej czulosci), Str.
cremoris, Str. lactis, Str. thermophilus i in. Do
miareczkowania, zaleznie od metodyki uzywa
sie odpowiednich odczynnikéw lub indykato-
row. Dokladnoéé tych metod jest rozna w za-
lesnoéei od zastosowanego szezepu, tj. od 0,25—
0,005 JM/ml.

Wsrod innych metod, polegajgcych na za-
stesowaniu  drobnoustrojéw zakwaszajacych
mozna wymieni¢ metode Trifonova (32) pole-
gajaca na oznaczaniu penicyliny polarograficz-
nie z doktadnoscia od 0,1 do 0,4 JM/ml podanej
substancji. Glister (33) i Goodall (34) opraco-
wali metode rozdzielania chromatograficznego
do okreslania réznych penicylin. Przy metodzie

mikrobiologicznej Gotha (35) mierzy sie kolo-
rymetrycznie azotyn, ktory powstaje na sku-
tek redukeji azotanu przez Staph. aureus. Me-
toda analogiczng jest metoda opisana przez
Matticha (46).

Jedng z metod wykrywania penicyliny w
mileku za pomoca badania mikroskopowego jest
metoda Liska (43). Kultura Str. thermophilus
poddana jest dzialaniu probki mleka przez
okres 60—90 minut przy 37°. Anormalny wzrost
lub wydluzenie sig komérek, lub reduk-
cia 590 ilosci kolonii w stosunku do proébki kon-
trolnej wskazuje na istnienie antybiotyku w
mleku. Minimalne stezenia réznych antybioty-
kéw, jakie zostaly wykryte ta metoda, sg na-
stepujace: penicylina 0,015 JM/ml, bacitracyna
0,01 JM/ml, terramycyna 0,15 meg/ml, aureo-
mycyna 0,15 mcg/ml, wreszcie streptomycyna
0,75 mcg/ml.

Metody opisane powyzej, przeznaczone do
wykrywania penicyliny w mleku s3 uciazliwe,
stad tez mogg by¢ jedynie rzadko stosowane
przy codziennej kontroli zwartosci w mleku
antybiotykéw. Z tego powodu w ostatnich cza-
sach dazy sie do wynalezienia nowych metod,
bardziej prostych i szybszych, ktore zapobiegaly
by mieszaniu w mleczarniach mleka zawie-
rajacego penicyline z mlekiem nie zanieczysz-
czonym. W tym celu do antybiotykow, uzZywa-
nych przy leczeniu wymienia probuje sie do-
dawaé rézne substancje, ktére powodowalyby
sabarwienie mleka zawierajgcego penicyline
Jub inne antybiotyki. Ulatwiloby to w duzej
mierze kontrole mleka. Aby spelni¢ to zadanie
barwnik musi odpowiada¢ nastepujacym wa-
runkom: 1) stopien trwatosci powinien odpowia-
daé¢ stopniowi trwalosci antybiotyku; 2) nie
moze by¢ toksyczny ani dla czlowieka ani dla
zwierzecia; 3) nie powinien drazni¢ tkanek
wymienia; 4) nie powinien wywiera¢ dzialania
hamujacego na antybiotyk; 5) powinien by¢ wy-
dalany do mleka w tej same] mierze co anty-
biotyk; 6) barwa powinna by¢ dostatecznie in-
tensywna, aby mozna bylo latwo go wykrye,
nawet przy duzym rozcienczeniu.

W wielu krajach jak: Niemcy, Dania, Szwaj-
caria, Holandia, Anglia, USA i innych przepro-
wadza sie w ostatnich latach proby z dodawa-
niem barwnikéw do antybiotykéw. Tak wiec
Dalgaard-Mikkelsen i Rasmussen (36) zapropo-
nowali barwnik tzw. ,,Green S” (s6l monoso-
dowa 4,4 di~2-hydrozy — 6,8 disulphonaphtyl-
carbinolanhydrytu). Mieszali oni 25—27 mg
tego barwnika na 100 000 JM penicyliny. Przy
stosowaniu tak barwionej penicyliny mozna by-
lo stwierdzié, ze zabarwienie mleka utrzymy-
walo sie 6 dni, a rownoczesnie zawartos¢ peni-
cyliny spadia do 0,1 JM/ml.

Mozliwosée stosowania ,,Green S” zostala na-
stepnie potwierdzona przez Rasmussena i Si-
mesena (37), ktorzy uzywali ten barwnik z pe-
nicyling z dodatkiem monostearynianu glinu.
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Hargrowe (38), Hargrowe i Plowman (39)
stosowali preparat zawierajgcy fluoresceine.
Stwierdzili oni, ze barwnik ten spelnia wszyst-
kie warunki, jakie sie stawia tego rodzaju pre-
paratom. W sklad barwnika wchodzi 125 mg
fluoresceiny rozpuszczonej w oleju i 125 mg
uraniny na dawke antybiotyku. Fluoresceina
moze by¢ tatwo wykryta jeszcze w 48 godzin po
zastosowaniu. Lampg analityczng UV mozna
ja wykry¢ po 96 godz. od momentu zastosowa-
nia.

J

Smitasiri (41) i wsp. prébowali zastosowaé
chlorofil rozpuszezony w oleju. Mleko miato za-
barwienie zielone 5—10 godz. od chwili zasto-
sowania.

Shahani (42) stosowal barwnik ,zielen” tu-
reckg w polagczeniu z penicyling, terramycyna,
aureomycyng, streptomycyng i polimycyng.
Otrzymat rezultaty zadowalaigce.

Wg Seelemana (44) w Danii stosuje sie pre-
parat ,,B” z barwigca substancjg ,,Green S”,
pozwalajgcg okreslié stezenie penicyliny z do-
ktadnoscig 0,1—0,2 mg/l. W Kiel (NRF) od dwu
lat prowadzi sie préby z dodawaniem substan-
cji barwigcej do antybiotykéw.

Obiger (45) na podstawie wlasnych badan
uwaza, ze jedyng drogg zagwarantowania dla
mleczarni dobrego mleka jest stosowanie z an-
tybiotykami, stuzacymi do leczenia zapalen wy-
mienia substancji barwigcych. W Instytucie w
Kiel byly stosowane zwigzki chlorofilowe, fluo-
resceina i uranina. Stwierdzono, ze zwigzki
barwigce mozna bylo wykryé golym okiem do
2 dni od momentu ich zastosowania. Oprécz te-
go pod lampg ultrafioletows fluoresceine i ura-
ning mozna bylo wykryé w mleku na trzeci
dzien od momentu ich zastosowania.

Prébowano rowniez wprowadzié do prepa-
ratéow penicylinowych wszelkiego rodzaju izo-
topy radioaktywne, ktére pozwolilyby okreslié
ilosé antybiotyku w mleku od leczonych kréw.
Jednakze tego rodzaju kontrola wymagalaby
wyposazenia laboratoryijnego o zakresie prze-
kraczajacym mozliwosci zwyklego laborato-
rium mleczarskiego.

Z powyzszego wynika, iz w obecne] dobie jest
rzeczg praktycznie mozliwg przy zastosowaniu
metod stosunkowo prostych, wykrycie obec-
nosci nawet wzglednie niewielkich ilosci anty-
biotykow w mleku i tym samym unikniecie
narazenia zdrowia ludzikiego na niebezpieczen-
stwo, a gospodarki narodowej na straty mate-
rialne.
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Rasmussgen F.:

KONDRACHIN J. P.: Badanie etiologii niestrawnoS$ci
cielat. (Izuczenije etiologii dispiepsiji tielat). Wietie-
rinaria 5/64.

W wyniku przeprowadzonych badan autor docho-
dzi do nastepujacych wnioskow:

1. Powstawanie ciezkie] toksyczne] postaci nie-
strawno$ci noworodkéw — cielgt wigze sie z zabu-
rzeniem przemiany aminokwaséw w ustroju krow-
matek.

2. Obnizenie poziomu wolnych aminokwasow
w surowicy krwi jest nastepstwem karmienia krow
niepelnowartoSciowa (niedobory witaminowe i mine-
ralne) pasza. Przy pelnowarto$ciowym zywieniu nie
odnotowuje sie w surowicy krwi krow istotnych
sezonowych wahan w zawarto$ci aminokwasow
i biatka. ;

3. Nie mozna sadzi¢ o stopniu zaburzenia prze-
miany biatkowej w zwierzecym ustroju wedtug po-
ziomu 0gblnego biatka w surowicy krwi bez uwzgled-
nienia zawartosci wolnych aminokwas6w, poniewaz
prz zaburzeniu przemiany materii jest mozliwa
ujemna korelacja pomiedzy tymi wskaznikami.

4, W zespole poczynanid zapobiegajgcych powsta-

waniu ciezkiej postaci niestrawno$ci cielat nalezy
zasadniczo zwracaé uwage na zbalansowanie racji
paszowych kréw pod wzgledem zawartoSci amino-

kwasbéw, bialka i skladnikéw witaminowo-mineral-
nych. F. Klepaczko



