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Metody wykrywania antybiotykow w mleku
z rn§t}-ti]Lu Plzamyśłu

O szeregu Iat d_o zwalczania licznych scho-
rzeń u byóła stosuje się rózne antykliotyki, W
związku z tym mlÓko od krów poddanych le*

"r"rri., 
,r,o"e zawierać pewne ilości antybioty-

kórv. O}:ecność antybiotyków ił, mleku i jego
przetwora_ch rnoże'szkodzić zcirowiu ludzkie-
mu, jak również porvoriować zabutzenia w pro-
.uu"Óh techno}o§iczmyclt przemysłLt mleczar-
skiego.

Władze sanitarne takich państ,łr jair: USA,
Anglia, Dania, Holandia, Szłvecja, Szwajcaria,
Nie-rtlcy Zachcdnie, gdzie leczenie krów anty-
biotykbmi jest powszechne, przywiązują duze
zne"Ózenie do występowania antybiotyków w
mleku i jego przetworacir. Stwierdzono, ze wie-
le konsunientów, szczegóInie w USA, cierpi
z powodu antybiotyków na schorzenia aler-
gicine, Oblicza się, że 10'0/o ludności jest ucz1)-

i"r." ,r" antybiotyki, a w szczególności penicy-
linę (2).

ZawarŁość antybiotyków w mleku przerobo-
wym stanorvi równieŹ po\Mazne zagadnienie dla
przemysłr,r rreieczarskie go. Proble* lel szczegóI-
,ri" o*tro występuje w krajach, gdzie leczenie
zapale/r wyrnienia antybiotykarni jest pow-
szóchne. V/ Angiii 140/o mieka wykazuje zawar-
tość antybiotyków, ale poniewaz jest miesza,ne
w zakłaóach Ż m]ekienr czystym, skazeniu ule-
ga łvszystko rrrleko (i.). IrTierJ"uza nawet zawar,
Iość ańtyniotyków w mieku serowarskiłn po-
vloduje zabuizłnia w procesach technologicz-
nych, doprorvadzając niejednokrotnie do ze-
psucia całych warów.

Wald,rneżcr przyŁacza kiika przykładów du-
zych strat mlÓczarni szwajcarski.h (?), pclnie-
ńu" ,,v mleku przerobowyrn znajdovłały się an-
tybiotylri. Na przykłacl w jednej z m7eczartt
cały ,yą1, sera ementaiskiego musiano przezna-

"rić n^ paszę dla świń, poniewa",, zna-Iazło się
w nim mleko od krowy, która otrzymała do-
wyrnieniowo 1/ł tubki penicyliny. Z _tego same-
gó powodu w innej mleczarni uległo zepsuciu
5O0-0 t jogurtu. Ten sam autor inforrnuje, że
w jednój z mleczatń dodano nieopatrznie 100

1 ńleka-od krów leczonych penicyliną do 5000
l mleka czystego, marnując w ten spcsób całą
partię mleka. Dzieje się to na skutek bakterio-
itatyc"rrych właściwości antybiotyków-. Clrec-
nośó antybiotyków w mtreku utrudnia przepro-
u,adzenie próby reduktazowej i ferm.errtacyj-
nej, które Śą stosowane do oceny iakości mleka-
W związku z tyrn należałoby się zastanowić
jakiego rodzaju antybiotyki i w jakich iioś-
Ćiach-są uzy\^rane do Ieczenia schorzeń byd,ła,
otaz w jaki sposób można je wykryrvać, aby
uniknąć przenikania do sprzedaży mieka i pro-
dtlktów ńleczarskich skażonych antybiotykarni,
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Penicylina jest pierwszym z antybiotykóv,z,
jaki zcsłał zastosowany przy leczeniu. zapaleń
wyrnienia, oraz nadal pozostaje najczęściej sto-
.o**rry* lekiem (5, ?, 9)- Innymi_ a:rtybioty-
kami Źalecanymi do leczenia zapaleń wymie-
nia są: streptómycyna, chlortetracyklina, oksy-
tetracyklini, bicilracyna, neomycyna, chlo-
romyóetyna (5,?). Próbowano również stosować
p."y lu.Źu.riu zapaleń wymion kombinacje róz-
nvch antvbioty}iów: neomycynę z penicyliną,
,rLo*y.yńę z 'bacitracyną, penicyliną lub neo-
mycynę z bacitracyną (8).

Antybiotyki podawane są zwierzętarn (4, 5,

6): dowvmieniowo i domięśniowo oraz doust-
' rrie isch"or zenia ptzewodu pokarmowego i in-
ne, oraz wyjątkówo w celach dietetycznych),

Czynniki wpływające na zawartość antybio*
tyku w mleku krów leczonych u_zależnione są:

1. oci zaawansowania schorzenia, 2, rodzaju stę-
zenia i ilości użytego antybiotyku, 3 częstotli-
wości stosowani'a, 4. długości okresu leczenia,
5. sposobu podawania antylriotyku, 6, ilości
nrleka uzyskanego z gtuczału,7. odstępu czasu
jaki upłyhął pońięazy leczeniem, a dojeniem,

Metocly stosowane do określania 1ub wykry-
wania ańtybiotytnu rnożna podzielić na: 1) me-
tocly cheńicznÓ, 2) metody mikrobiologiczne,
3) ńretod,v oparte na równoczesnym pocia"vaniu
bar.,łrników i antybiotyków, 4) metody opar-
te na znakowarliu izotopami.

Do}rłaciność rnetod chemicznych lv porów-
naniu z metodarni mikrobioiogicznymi jest na
ogół bardzo mała. Poniewaz w mlelru znaj-
diłje się małe stęzenie penicyiiny, metody che-
rnlózne nie mają więc dużego zastosorvania (10,

11). Z dokładniejszych metod chemicznych
mażna poclać te. które pozwaiają wykr,rrć peni-
cylinę i dokłudnością do 1 mcg na 1 m1 mleka.
nłetoCa ta polega na reakcji między ,penicyliną

i N-et;.1enódwuarniną (12). Do metod bardziej
czułych zaliczamy metodę fluorometryczną
Scud,ż'ego i Jetinka (13) przy pomggy 2-meto-
l,;sy-trójchloro-9-aminoakrydyny._. Metoda ta
pozwató ustalić zawartość penicyliny z dokład-
nością do 8,0625 mcg, t0 znaczy prawie do 0,1

Jl\{. IVletody Forda l Gaspera (14, 16) z powo-
ciu małej jej dokładności nie podajc,my.

Terramycynę mozna wykryć przez absorpcję
w ultrafiolecie w tozt:worze kwasu (1?). Wykry-
cie możIiwe iest pTzy zawartości 8 do 80 mcg
terram,ycyny na 1 mi mleka. Chloromycetyna
moze 6yó iówniez azrlaczona drogą absorpcji
w nacificllecie. W połączeniu z alfa-naftolem,
chloromycetyna daje charakterystyczne za-har,
rvienie, pozwalające na oznaczanie koioryme-
tryczne. 

-IJla streptornycyny względnie czuła,
jeit nretccia oparta na po,dgrzewaniu w roz-
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tworze zasadowym. Powstaje maltol, który
rnożna wykryć przy użyciu fenolu (18).

Nitroprusydelr i zelazocjanek potasu da.ją

w roztłvc,rze zasadowym załlarwienie pozwala-
iące zastosawać c:znaczenia fotometrvczne (,! 9).

Do tei metody wymagane jest stężenie strepto-
mycyny od 20 Co 100 mcg na ml probki. §Ąetodę
tę rórvniez rnożna zastosov,zać do pochodnych
streptomycyny, np. do dihydrostreptomycyny.
Streptcmycyna ,,B" oznaczana jest na podsta-
lł,ie żarvartości mannozy przy uż;zciu odczynni-
ka antronu. -Ą,tireomycyna daje bardzo silną
fiuorescencję, która osiąga swe rnaksimum przy
pi{ - 6,1]. trróŁlka pow-inna zawierać stężenie
eureorn)/c)/ny w granicach od 0,0025 do 0,35
mcg/nil. Ko],or jest stały. Erytromycyna ogrze-
wan^ z silnym kwasem rozkłada się dając ko-
Ior żałiv, umożiiv,ziaj ący aznaczenia koloryme*
tryczne.

i\4etody milrrobiolc,giczne służące do wykry:
rt s,nia pe_nicyliny i innych antybiotvków w mle-
1.,u oparte są na uzrażliwości niektórych bak-
tcrii na antybiotytr<i.

Ju,n,cher (20) opisał odmianę metody płytek
agarowych, stosując Staphylocoecus &uTeus
i Są,rcina luteq.. Jacket i Steeg (21) opracowali
metodę płytkolł,ą do wykrywania penicyliny,
aureom)Icyny i streptomycynv, stosując Mżc-
Tococcus |Jaogenes dla penicyliny, B. cereus dla
streptomycyny i B. mycoid,es do aureomycyny.
,,Foód and Drug Aciministration" (FDA) za-
trłzierc]ziła i rvprowadziła jako metodę urzędo-
wą, metod_q krązkową, przy której stosrrje się
Rgc. sąlhtżlźs {22). Czułość tej metody rvynosi
od 0,02 do 0,05 JM/nrl probki.

Szereg atłtorów iak Krżenke (23), Sunchez
i Lamensans (24), LJliberg (25), Ouerby (,26),

Flelsch,manrł (27), Adamse (28), Htetaranta i
Von Tirnrath (22), Galeslaot (29), Neal i- Cal,
bert (30), Berrlgge (3i) i inni opraco,łali me-
tody wykrywania penicytiny i innych antybio-
tyków w r"ntreku, polegające na zmianie kwaso-
rvości 1ub potencjału oksydoredukcyjnego. Naj-
prostsze metody wykrywania antybiotyków w
mJeltu pclegają na zaszczepieniu kultrrr zakwa,
szających na próbkach mleka badanego i na
maieriale kontrolnym. Z używanych kultur
mozn§ rł,ymienić Lqctabgcżllus bulgarżcus
(wyoclrębniono szczepy o rożnej czułości), Str.
crimorżs, Str. lgctis, Str. tlą.ermophżlus i in. Do
miareczkowania, zależnie od rnetodyki używa
się oci,po,,lzied,nich odczynników lub ind5zĘąlg-
rów. Dokładność tvch metod jest różna łv za-
]ezności od zastosowanego szczepu, tj. od 0,25-
0,005.IM/ml.

S/śród innych metod, polegających na za-
stcsowaniu drobnoustrojów zakwaszających
rnażna wymienić metodę TriJonoua (32) pole-
gającą ne oznaczani-u penicyliny polarograficz-
ńie z dokładnością od 0,1 do 0,4 JM/ml podanej
substancji, Glżster (33) i Good,all (34) opraco-
wali metodę rozdzielania chrornatograficznego
do określania różnych penicylin. Przy metodzie

mikrobiologicznej Gotłła (35) mierzy się kolo-
ryrnetryczńe azótyn, który powstaje na sku-
tót red-ut<cji azotańu przez Staph. awreus, Me-
tcdą analog;lczną jest metoda opisana przez
Matttcha (46),

jeiną z metod wykrywania penicylinv w
mieku Źa pc*ocą kladania mikroskopowego, j_est

metoda Liska. (ąi). Xuttura Str, th,ermophilus
pocJ-dana jest działanilr qrobki mleka przez
otres e O-bO minut ptzy 37o - Anormalny wzrost
lub wydłu,zenie Śię 

- 
kornórek,_ lub_ reclu]<-

cia 50/o iloś"i kolor"rii w stosutlku do p_róbki kon-
trolnej r,vskazuje na istnienie antybiotyku w
rn}eku. Minimalne stężenia różnych antybioty-
kólv, jakie zostały wykryte tą met_odą, są ną*

stępujące: penicyiina 0,015 JM/ml, 1racitracyna
O,di jłłl*i, teriamycyna 0,1,5 mcg/ml, aureo-
mycyna 0,15 mcg/ml, wreszcie streptomycyna
0,?5 mqg/rnl.

I\,{etody opisane powyżej, _przeznaczone do
1^",ykrywónia- penicyfinl w. mleku. są uciążliwe,
stąc{ tez ,nogą być jedynie rzadko. stosowane

§rLy cadzieinej 
-końtrrjli zrvartości w rnlekl-l

antyniotyt ów. Z tego powodu w ostatnich cza-
un"ń aąZy się do wynilezienia nowych metod,
r"ia"i.1 prosiyc}r i szybszych, które_zapobiegał;l
bv mieiźanirr- w mleczarniach mleka zawie-
,Jir"upo penicylinę z mlekiem nie zanieczysz,

"rórvń. 
W tyń celu do antybiotykóvl, uzyrva-

"_obt, 
p."y lÓczeniu wymienia próbuje się do-

Ju"rue ,Ćżn" substancje, które powodowałyby
załlarwienie m].eka za,vierającego penicylinę
irrU ir,rr" antykliotyki. UłatwiłoĘv .t" w dużej
ńi"r"u kontrÓlę mleka. Aby spełnić to zadanie
barlvnik nrusi odpowiadać następującym rya-
runkom: 1) stopień trwałości poyinie1 odpowia-
d;; stopniowi trwałości antybiotyku; 2) lie
może być toksyczny ani dla człowieka ani dla
zwierzęcia; 3)' nie powinien draznić tkanek
rvymienia; 4) nie pońinien wywierać d,ziałania
hamującego na anĘbiotyk; 5) powinien być wy-
daianv'dd mleka w tej samej mierze co anty-
t lotyi.; 6) barwa powinna,być dostatecznie in-
iurrJv*"", aby ,mbżna było łatwo go wykryć,
,rawót przy dużym rozcieńczeniu,

W wielu krajach jak: Nierncy, Dania, Szwaj-
caria, F{olanłlia, Anglia, USA i innych przepro-
vradza się w ostatnich iatach próby z doda,wa-
niem baiwników do antybiotyków, Tak więc
D rll g aar d- Mżlęlt el s er," i Rosmussen (3 6) zapropo-
no#ah barwnik tzw. ,,Green S" (só1 monoso-
cl_c-wa 4,4 di-2-hyCrozy - 6,8 disulphonaphty1-
carbinolanhyrlrytu). Mieszali oni ż5-27 _mg
tego barwnika na 100 000 JM penicyliny, Frzv
stJsowaniu tak barwionej penicylin;l można by-
ło stwjerdzić, że zabarwienie mleka utrzymy-
wało się 6 dni, a równocześnie zawartość peni-
cyliny spadła do 0,1 JM/ml.

Mozliwość stosowania ,,Green S" została n,a-

stępnie potwierdzona pTzez Rasmusseno i Si-
mdsena (sl1, utaruy uzlrwali ten barwnik z pe-
nicyliną'z dodatkiem monostearynianu glinu,

")) )
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Hargrowe (3B), Hargraue i Plazłsman (39)
stosowali preparat zawierający fluoresceinę.
Stwierdzili oni, że barwnik ten spełnia wszvst-
kie warunki, jakie się stawia tego rodzaju pre-
paratom. W skład barwnika wchodzi 125 rng
fluore§ceiny razpuszczonej w ol,eju i 125 mg
uraniny na dawkę antybiotyku. Flu,oresceina
moze być łatwo wykryta jeszcze w 48 godzin po
zastosowaniu. Lampą analityczną UV mozna
ją wykryć po 96 godz. od momentu zastosowa-
nia.

Smźtasiri, (41) i wsp, próbowali zastosowal
chlorofil rozpuszczony w oleju. N{leko tniało za-
barwienie zielone 5_-10 godz, od chwili zasto-
sowania.

Shahani, (42) stosował barwnik ,,zieleń" tu-
recką w połączeniu z penicyliną, terramycynĘ,
aureomycyną, streptomycyną i polimycyną.
Otrzymał rezultaty zadowalające.

Wg Seelemana (44) w Danii stosuje się pre-
parat ,,B" z barwiącą substancją ,,Green S",
pozwalającą określić stęzenie penicyliny z do-
kładnością 0,1-0,2 mg/l. W Kiel (NRF) od dwu
iat prowadzi się próby z dodawaniem substan-
cji barwiącej do antybiotyków.

Obiger (45) na podstawie własnych badań
uważa, że jedyną drogą zagwarantowania dla
mleczarni dobrego mleka jest stosowanie z an-
tybiotykami, słuzącymi do leczenia zapaleń wy-
mienia substancji barwiących. W Instytucie w
Kiel były stosowane związki chlorofilowe, fluo-
resceina i uranina. Stwierdzono, że związki
barwiące mozna było wvkrvć gołvm okiem do
2 dni od momentu jch zastosowania. Oprócz te-
go pod Iampą ultrafioletową fluoresceinę i ura-
ninę można było wykryć w mleku na trzeci
dzień od momentu ich zastosowania.

Próbowano równiez wpr,owadzić do prepa-
ratów penicylinowyćh wszelkiego rodzaju izo-
topy radioaktywne, które poz,uvoliłyby określić
ilość antybiotyku w m]eku od Ieczonych krów.
Jednakże tego rodzaju kontrola w)zmagałaby
wyposażenia laboratoryjnego o zakresie prze-
kraczającym możliwości zwylrłego laborato-
rium rnleczarskiego,

Z powyższego rvynika, iz w obecnej dobie jest
rzeczą praktycznie możIiwą przy zastosowaniu
metod stosunkorvo prostych, wykrycie obec-
ności nawet wzgiędnie niewielkich ilości anty-
biotyków w mleku i tym samym uniknięcie
narażenia zdrowia iudz'kiego na niebezpieczeń-
stwo, a gospodarki narodowej na straty mate-
rialne.
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KONBRACItrIN J. P.: Badanie etiologii niestrawnośel
cieląt. (Izuczenije etiołogii tlispiepsiji tielat). Wietie-
rinaria 5/64.

W wynńku przeprowadzonych badań autor do,cho-
dzi do następujących wniosków:

1, Powstawanie ciężkiej toksycznej postaci nie-
strawności noworodków - cieiąt wiąże się z zabu-
rzeniem pvemiany ,aminokwasów w ustroju krów-
mat,ek.

Z. Obniżenie groziomu wolnych am,inokwasów
w surorł,icy krwi jest następstwem karmienia krów
niepełnowartościową (niedobory witaminowe i mine-
ralne) paszą. Przy pełnowartościowym żywieniu nie
odnot.owuje się w su,rowicy krvri krów istotnyeb
sezonowych wah,ań w zawartości amńnokwaŃw
i białka.

3. Nie można sądzić o stopniu zaburzenia prze-
miany białkowej w zwietzęcym ustroju według po-
z.iomu ogólnego białka w surowicy krwi bez uwzględ-
nienia zawartości wolnych aminokwasów, ponieważ
przy zaburzeniu przemiany materii jest moż:liwa
ujemna korelacja pom,ię,dzy t},rni wskaźnikarni.

4. W zespole poczynań z,apobiegających powsta-
waniu ciężkiej postaci niestrawnoś,ci cieiąt należy
zasadniczo zwtacać uwagę na zbalansowanie racji
paszo]ł,ych krów pod względem z,awartości amlino-
kwasóW białka i składników witaminowo-mineral-
nych. F, Klepączlło


