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Ustalanie iloici bakterii w mleku mefoda wysiewania

The determination of the aumber of bacleria presend

(Slasdariows  cmechogbowaoede mebodn
Rozwdj mikrobiologil, pociaga za soby -
ipeznoét standarvzacji i normalizacji metod

badania.

W Czechostowacji z inicjatywy Panstwirwe-
g Zakladu Zdrowia sa opracowywane stan-
dartowe melody dla biezgeyen badan mikre-
bologicenyeh { serclogicanyeh, Jedng 2 nich
arzedkladamy obecnie polskim  fachowseom.

Niewatpliwie byloby bardzo pozadanym, aby
lak Polacy, jak i Czechostowacy uzupelnili na-
wrajem 1 ujednolicili swe melody badawese

Mleko jest bardzo ezesto preedmiotem badan
mikrobiologicenyeh, dlatege nalezy dazyl do
opracowania jednolitych metod badawezych.

Jeded 7 nas, na zjeideie crechostewackich
mikrobiologdw, kiory odhyb sie 27 listopa-
da 1948 roku w Bratistawie, podal projekl naj-
prostszego  badania bakteriologicznego mlela,
oparty na zasadzie obliczania balkterii 1 usta-
~lania miana coli.

Projekt ten zoatal opracowany na podstawic
wspolnych badan nadradey dr Klauze » Pan-
sterowegn Zdakladu Pdrowia w Pradee, radey
dr . Ryehleho, z Pafstwowegn Zakladu
Zdrowia w Pradze, prof. dr B, Harnacha
z Bran 1 autora nindejszepo artylkulbu.

W ezesel matematyczno-statystyezne] wspol-
pracowal réwniei prof. dr J. Novak, » Za-
ktadu  Matematlyeznesn  Czeskiej  Akademi
Nauk i Umiejeinogel w Pradze,

Projekt zostal previely w lej poeslacl jak tu
zostal przedstawiony.

Zagadnienie obliczania  bakterii w mleku
ma bogata lilerature tak Swiatows, jak 1 eze-
chostowacka, gdzie byly juz na ten lemal wy-
konane powazne prace, Wskaremy tu np
Demetlera, ktory b gleboko opracowal
sirone mikrobiologiczng, a 2 prac praeprowa-
deonyech w Czechostowacji wspomnimy jody-
nie Juranica (pierwsza metods oblicza-
nia), Klementa (miano coli) i Vin ti-
ku (obliczanie pojfrednie -wszystkich hakte-
rii},

in the milk by |

ve o artificind enltivation method

Jezeli chodsi o obliczanie balterii w mleku.
to nalezy 7 gory powiedzieé, 12 powinna to hyd
metoda, klora moglaby byé precprowadzany
shecnymi drodiami techmicznym, metoda mu-
s zapewniaé suvbkosé badania, aby otraymy-
wane wyniki nie byly opoinione tj. wyniki
mus#g byé wnane najpoinie] w lzilka dni po
rowpoczeein hadar I zatraymanin mleka.

Proponowana metoda wysiewania moze wino
pod tym wrgledem aehodzic wa metode kla-
syezng,  gdyi prey posiewach  abrzymujemy
razdzielenie kolomii, co utatwia ide st tilcac)y
nakieril, & co przy ustalaniu zdrowoinosel mle-
0 ma niekiedy podstawowe znaczenie.

Technika badania jest o tyle dobra, iz zna-
my tez jej usterki stad wiemy np. ile rownn
sgesnyel badati nalezy przeprowadzié  aby
¢owynikow mozna bylo wyeigonad dostalecznie
powne wnioski Ma 1o preede wsaystiim duze
smaczenic pray klasvfikacji mleka, gdyz abli-
erenie bakterli wykazuje nam odrazu ich ilost,
ddra feidle ogranicwang  jesl adpowiednimi
preepisami,

Wapomnied jednak naleay, iz standartowa
metada  wysiewania nie wylkazuje ahsoluinie
wazystkich hakterii (dos¢ znaczany procent e
wyrpsta), poza Ly wyrastajy kolonie polaezo-
ne i wlozone, a wreszoie jUE samo starzenie sic
mleka wphvwa na praemiang materd] mikroanr-
HANIZINGW,

Dawne melody podlizzania (Skar Bree o}
majy réwnic: swoje wady i galety, tolez mimo
wszystko nalezy jednak dac pieryszensiwn
propanowane] melodzie obliczania przez wy-
slewy.

Nalezv tu nadmieni¢, iz dla badania mleka
irzeba mieté pewne doswindozenle. a oo wak-
niejaze prey ustalanin wynikow nalezy poste-
powad gz dudng pelrodnaseiy i rozwaga, swilaszeza
w tych przypadkach, kldre moga doproswadaié
do postepowania karnego. Przy badaniach na-
lezy sie zawsze trzymaé tyeh samych metad,
cheae mieé poréwnywalne J shlizone wyniki.
Praktyka wymaga nickiedy orientacyjoych ba-
dan, ktore moga byé polem, oczywiscie upro-
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Nro4
szczone. Trzeba jednak pamietaé, fe tylko pray
dobrze i sumiennie wykonanej pracy mozemy
aczekiwad dobrych wymikow.
Podany projekt badania mleka ustala naste
pujacy sposob pestepowania;
Podywki:
) Agar zlaktoza:
wody miesne]
peplonu [(Whitte Iub

M vem

Frapner) o g
laktozy i
Nalll hig
agaru a0 g

pl f.6-—6.8
b) Agarztrypalflawina (miano eoli
wody miesne] LOMY com

poptanu 0o

agaru 25 g

alkohnl, roztw.

blek, bromthymol (1,5%) 10 com

laltowy g
PH 6.8

Przed uzyciem dodaje sie na 100 cem rov-
pussezone] pozywlki 03 com 1% rozbworn e
pallawiny.

) Agar Gassnera

agar zwykty (pH. 7.2)
metachrom gelb rozpusz-

fmiane  eoli)
1000 com

ezony w B8 com gorace] wody 2 g
brekitu wodnego B3
laktoey Bl

(bickil wodny 2z laktozg
B0 com goracej wody)
d) Bulion =
i)
wody miesne]

FOZPUSLCANIMY W
tryvpaflawing (miano

Al com

peplonu 5 g
lakiozy 10 g
C(1.5% alkohol, roztw. '
bl bromthymol) 1 com
1% roetw. trypaflawiny. 5 com

Dopelniamy do 1 litra wodsy destylowana:
PH przed dodoniem frypaflawingy 6.8 [(zabar-
wienie trawiasio-gielone),

Pobieranie proabek

Probki winny byé starannie pobierane, i wy-
sytane do zakiadu dekladnie wedlug padanyveh
wskazowek, ponlewaz od fego w znacznej mie-
rze zalezy wynik badania. Do badania surowe-
go zdrowotnie niepodejrzanego mleka prébki
pobiera sie do oryginalnych butelek. 7 paste-
ryzowanego mleka probke pobieramy do wy-
jafowione] probowki (wydaje z repuly zaklad).
po uprzednim dokladnym wymieszaniu, Jezel
chodzi o omleko butelkowe, to do badania bie-
reemy eala butelke. Temperature ustalamy fer-
mometrem w o rezerwuoarze,  w innej buteloe
o, preed pobraniem probki

Probke (ochindzona) wysylamy jak najore-
dzej 1 najkrotszg droga do zaktadu w izolowa-
nym opakowaniu (w skrzynee). W zakladzie,
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po dokladayin wymicszanin prébki w probow-
ce lub butelee osiagamy jej jednalilodé, po
czym  przestreegajac zasad joatowngei wyjato-
wiong pilpets pobleramy polizebna ilogé (naj-
mniej 10 ecom mleka )i po rozcieficzenin w od-
powiednim stosunku z wods sporzadzamy za-
sadnicge rozeieliczenia do zasiewow. Bierzvmy
dokladnie cieplote pozostalegs mleka 1 nznace:
my cias rozpoezecia badania, Jeieli » jakich-
keolwiek powoddw badania nie modemy rozpo-
czat mnalychmiasi, io prdbke przechowijemy
w loddwee, eco ow kesdvm wypadlu nalesy za-
snacevé W protokdle bhadania, Badania prze-
prowadzane w A godzin po olrzymanin prablk
przechowywanej w cieplocic wyeszei niz 4—5'
nie moZna awazad za miarodajne. MNajlenie]
jest przeprowadzaé posiewy na micjsen pohio-
rania probek np w mleszarni it plvitki z po-
stewami zabileratmy wiwezas bezpoérednio do
Zakladow do inkubacji.

Oznaczanie ilogei bakterdd
tledyg posiewdw (poSrednio)

Mleko rozmeieficzamy ochlodzonvim  rvortwo-
rem  fzjologicenym tak, aby na plytlkach lko-
lonie wyrosty readko 1 mogly byd batwo zli-
czone, (Mot wyrostyveh kolonii na plytkach
winna byé zawadrta micdsy R0 a8 300), Stopien
rozoicherenia ustalamy preovy pomoey bakierio
logieznego preparatu (do tego treebs mied
pewny wprawe). Rozcienczenie orzeprowadza-
my w szeredy Kolbel lub butele: zawieraja-
evch kazda po 90 cem ochtodzonego (w Ioddw-
ce) rostwory fizjologiceneso, Po dodaniu pipe-
ta 10 com mleka 7 deoldadnvym zmieszanin
obrzymujemy w plerwsze] kolbee rogcieficeze-
nie 1:10L Pobierajac nastepnie =z tej kolbki
10 cem rozcienczoneso mleka 1 dodajac do na-
stepne] ofrzymujemy rogcicfiezenio wyrsse
Mo rozeieticzen nalezy brad Scisle 10 com omlelks

9N cem roztworue figjinlogiceneso by uniknad
w ten sposth o ile meinosel wpivwo ceynnika
clieptoty (wicksze pojemnadel w wiekszym stop-
nin wlrzvmuja nisks temperature), nastepnic
po to, aby mied dokladniejsze wynilki,” gdyz
pobranie wickszei ilofci mleksa  do hadania
zmnicisza prawdopodobiefistwe bledu,  Fasie-
wamy conajmnie] i plvlek w nastepujgoy spo-
gob: unosimy leltho pokrvwlke phvllki 4 nakra-
piamy pipeta ndmierzona poprzednin iloadé do-
wolnie rozeieficzoneso mloka, po cevm polrvw
ke opuszezamy. Nastepnie w zwvkle przviety
spesdh wlewamy  rozouswezons, o nastepnie
nehtodeona (07 podywke agarowa Praechyla-
jge teray ostrognie  ruchem keolowwrm  phytke
osiagamy  dokdadne wymicszanie  pomeale
2 mlekiem, W ten spozdb zasiane plvtki wsla-
wiamy do cleplarki o temp, 30T na tak dhuga
az wyroste kolonie bedzie moina  policzyé
(48 godz, ). Keolonie obliczamy prey pomocy lu
oy lub ez bez niej, weglednie pomagamy so-
bie podzialks naniesionn na plytke (kratka)
Przy obliceanin phyvike umicszozamy na ciem-
nym tle, a zliczone kolonie zakreflamy pidrem.
Z iloscei wyroslych kolonii na poszezegélnveh
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plytkach obliczamy srednia, a jeseli trzeba to
rownies prevpuszezalny bad.
cali,

Ustalenie miansg

Miang eoli astalamy na pozvwhach wybior-
ceyeh. Przy ustaleniu miana surowego zdro-
wotnie niepodejrzanego mleka uiywa sie Tow-
ciefiezenn 1:3: 1:10 i 1:20; pray mleku pocho-
dzgeym 2 mleczarai odpowiednie rozeienezenia
heda wynosity: 10100, 1200, 1400, 7 kazdego
7z tweh rozeienczen wysiewamy w sposob opi-
sany powvze] 5 pheles | wstawiamy je do ele-
plarki o temp: 3'C. na 24 gode

Wyniki i pcena badat

Prey ocenie mleka na podsiawie pkreslenia
Hodei mikroorgamizmow  musimy precstreegad
nastepuigeyeh zasad: ;

1, Cheae okreslic czyatnse wyrobow § sprae-
dasnego mleka na podstawie ilesel mikroorga-
nizmidw w1 com musimy  preeprowadzad
hadania systemalyeenie 1 prawidiowo, gdyi
w ten sposdb uzyskamy priwdzivy | dolkdad-
ny wynik

2 W lkazdym wypadlka nalezy arobié op-
najmniej 5 posiewdw, a8 rozsciedezenic sainno
bve zastosowane takie by na plytee wyrosla
odpowiednia ilogé kolonii (od 50 do 300). Ba-
dania preeprowadzaé nolesy modliwie szvbloe.

3. Prry pobicraniu probki nalesy preegirze
vad wpasad aseplyki i preyvsviad je w izolowa-
nym ppakowanin mazliwie najszybsza dropgs
do Zakladu, gdzie natychmiast pa nadeslaniu
hedzie zhadang. Posiewy o ile moinosci dobrze
jest przeprowadzac na miejscu pobierania pro-
bel, ktdre do inkubacjt zabieramy do Zakladu
Matomianst badania nie moremy uwazad za mia-
rodajne:  a) jezeli pobrana probka byla zbit
matg lub nienaledyele pobrang (np. prey do-
jeniu do prabowlki), b) jezeli badamy mleko po
dlugszym ozasie od chwill otreyvmania probll,
o) jezell cleplota prdbki byla wyisza od 15'C,
a badanie preeprowadisamy wiceej niz o dobe po
pobranin,  d) jesell rozeiefezenic  dokonans
zostaln nieochiodeonym toztworem fizjologice-
nvm, o jerell malte ilodcl mleka preygotowa-
ne dn rozrzedzenia porostawaly w probowoee
dhuze] nie dobe (w pobliza pieca), 1) jeseli po-
sialismy zbyt matg ilodé piytek, p) jezeli wresz-
cle nie wwzglpdniamy w pewnyeh preypadkach
maozliwega bledu itp.

Wilaseiwa oneceéna wyniku

Surowe zdrowoinie mepedeirzane mleko ma-
e wawierad we  crechoslowackich  peepisow
najwyze] SO0D bakieril w 1 cem, o miano coli
dodatnie najwyiel prey roscienczeniu 101

Crwarandowane milelo mleczarniane zgodnie
v preepisami moze wykazywac dodalnie mia-
no coli najwyiej w rozcietczenin 1:200, a ilosé
pakterii w 1 cem. moze wynosié w lecie naj-
wyzej 300 fys, a w zimie 150 tys

Jezeli zawartosé bakierlii w 1 com jest Lylko
miewiele wyiszg  od  wskazane] przepiseimn,
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a musimy zdecvdowaé o ewentualnym Sciga-
ain dostawey na zasadzie przecielnych albli-
ezent standarfowych, to wowczas musimy je-
szeze uwezglednié ewentualny blad, co wrla-
CEV prawdopodobiefistwo niedokladnosel meto-
dy  badania.

Tezeli w wyniku badan otreymamy najwyz-
swq dopuszezalng iledé bakierii w1 com (o su-
rowegn  zdrowotnie  niepodejrzanego mleka
50 tys) to do otrzymane] eylry dodajerny
z jednej strony trzykrotng wartosé wyliczone-
on bledu, » drugiej zad pdejmujemy te samyg
trzykrotng wartose bledn, jezell teraz wvlicro-
na na podstawie tych dwéch oyfr praceiging
miedel sie w tych granicach to wytworca nie
moze byé poeciggany  do sdowiedaialnosed,
a mleko zostaje dopuszezone do obrotu
bledu

Obliczanie przeprowa-

dzamy wig nastepujgcego WZOTW
5d
LY} —_—
b=

We wzorze lym n — oznacea ilosé phvilek.
§ . we wzorach matematycznych symbolizuje
sume, a asnacza sume wasystii ch podliczonyeh
sum 7z paszezegiolnyeh plytek; d — Jesl ndehy-
leniem (régnica) obliczonyeh sum od arytme-
tyeznej przecietnej, a w naszym praypadlu
rozniea lodei enalerionyceh na -pusmzegﬁlnych
plyikach kolonii od wyliczone] przecietne] aryl-
metyeznej, bez wegledu na fo cozy roznice e
beds dedainie ezy ujemne.

Prevktad aobliczania:

Surowe, zdrowotnie mniepodejrzane mleko
moze zawierat najwyzej B0 tysicey bakterii w
| com. Obliczona preecietna ilose baklerii w
1 cem, na podstawie obliczen kolonii na piceiu
plvtkach wyniosta 52 tys. Poniewaz posiewy
zrobiono na b-ciu piytkach 1 przy badaniach
mégl byé popelniony bigd, ktory spowodowal,
i badane mleka wydaje sig bydé govsze niz
jest w rzeczywistosel, gachodsl  kwestia oxy
nalezy na podstawie tego wyniku dostawee
Selgad,

7, badanego mleka probiono 5 posiewdw na
phytkach dajge po 0.5 com mlesa w YDEDCTICEE-
nia 1:100. Po inkubacji stwierdzono nastepuja-
ca tloéé bakteril na poszezegolnych ptytlach:

ol o
220 — A4 14600
00 [-40 1&00
240 -~ 20 AC0
280 +-210 "400
&G [ 0
1300 - — 4000 = 52*
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1300 ;
Arytmetycang prascotna B & == 2} kolzrii
S84 4000
= - | —— == 14,4
A— 13 <A
Srednia arytmetyczna  wynosi 260 koloni]

Pontewaz dawaliSmy 0.5 cem rozcienennnegn
1:100 mlekd musimy lizzbe 260 pumnozvée pre
200, aby w ten sposoh oblicaye praecieing ilngé
balkterii praypadajaca na 1 cemn badanepa mle-
ka, co wyniesie 52 tvs baklesii Blgd m 141,
Iodé ta preeliczona ustalonym sposobem na
I com daje 2820 balterii,

Obliczony blad ma nastepujace  znaczenie:

jezeli przeprowadzimy kilka pomiarow ted
probki mleka wtedy Srednia arytmetyeznn he-
dele w B8 proc. w granieach | jednokrotnege
bledu, a 99,7 proe. w granicach Ledjkratnego
bledu. Trezykeotny blad wynosi 8460, Raoomy-
wista wiee drednia arvtmetvezna znaidzie slg,
#e tak powiem 2 100 proc. pewnodcia, w prani-
cach 52 tvs. BAG0 a 52 dws. o+ 046, to jest
wogranicach migdey 43540 o GO460. Ponicwas
preepis dopuszeza najwyesza ilodé bakterid 50
tys. w1 com. co rdwnies zawarle jest w Lvel
granicach, a wiee mleko naleszy wenad za zdat-
ne do spozyela,

ODcena na podstawie miana coli,

FPrzy ustalaniu miana enld przeprowadzamy
posiewy pray surowym zdrowotnie niepodej-
reanym  mleku w nastevuiacych  rozcleficwe-
niach:

L5, 110 1 1:20 2 kazdege 2 nich sasiewany
9 plytek, ktore wslawiamy do cleplarki pray
37'C. na 24 godz po czym obliczamy ilodé wy-
rostyeh kelonii z poszezegdlnyveh  rozcieticzen.
Jezell najwyssza 2 bych liczb jeat 8 lub wyzei
mle<o uznajemy za niczdatne. Pray mleku tar-
guwyin (rynkowyim) ilosé ta nie moze by wyi-
sza od 160, pray cevm posiewy robimy 2 roz-
cienczen 1:100, 1:200, 1:400, rowniez pa § ply-
lek 7 kaidegn, Prawdopodobng ilodt bakterii
wopewnym rozcieficzenin wyliczamy w len spo-
sob, & mnodvimy odwrolng wartode rozcicheze-
nia preez ilodé dodatnich wynikow 1 deielimy

WETERYNARY JIJNA
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preex ilosé wszyvstkich piyvtek
danym rozeleficzeniu.
Prevklad;
Bozeienczenia:
L:5 1:10 1:20

uavtveh pray

LA e T By

Frey  roscichozenin 1.3 pozylvwny  wynik
olreyvmance w 4-ch posicwach, przy rozeiefioze-
alu D10 bydy 2 pozylywne wyniki, pray 1:20—3.
Dddwrotng wartose rozcleficzenin owray 115 jest
Sl cevll 5, prav V10—10, prey 1/20—20. War-
tosei te (G, 0, 200 mnozymy praes woalesiona
ilofe dedatnich wynikdw, a wiee: 524, 10208
203, dziclimy praes iloSé wsevstkich posie-
wow, Olraymamy  whwezas:

10 % 2
5 5 o 5

A abliceonych w ten sposoh iloded (4, 4, 12) naj-
wighaza eylra jest 12, Cyflra 12 jest wicksza od
dopusgezalne] ilosel B, a wige ze wegledu na
miana coli mleko naleszy uznad za niezdatne
4 prevklada tego widad, 2 miane eoli surowe-
go edrowolnie niepodejrzanego mleka jest fan-
zytywne jeiell prey rozeieficzeniu 1310 wynik
dodatni ofrzymamy co najmniej w 4-ch posie-
wich = S-viu, lub tez prev rozcieficzeniu 1:20
najmnie] w dwach posiewach z 5-ciu,

I przecietnego rynkowego mleka miano coli
jest pozyitywne jereli w rozcienczeniu 1:200
wynik dodatni otrzymamy co najmnie] na 4
2 B-cin sasianych phytel lub w rozciencezeniu
L) najmnie] na dwoeh 2 5-clu posicwow.

Riozeieficzenie 1:5 lub 1:000 jesi rozcieficze-
niem raczej kontrelnym prey badaniach, Je-
zell pray bym rozciefczeniu olrevmamy wynik
aupeinie negatywny, Ilub  tvlko w jednym
A h-cin posiewdw poxylywny to nie bierzemy
pod uwage poeyiywnyeh werastow przy in-
nyeh rozeienezeniach, a miano coli uwazamy
. negatywne,

% Asiktadn
ierownilk: Proof

B RUNGE, A OFWIO N OWISET

Weteryvnarti Rolnlome] Uniwrersyleto
i BTANISLAW RUNGEH

Pofiansigieme

Przyczynek do gruilicy u pséw

Cobuleibailan fe Lhe tubereunlosis

Samoistna grudlica uw psdw nie jest zjawi-
skiem zbyt ezestym, jakkolwiek wystepuie,
zlaje sie, czoscie] nid to sie na ogol prayimuje.

Dane statystyezne dotyezgee gruglicy psow
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sq skape 7 powodd mnie] nehwyinego maleria-
ta badawoezepo, zdobywanegs dorywezo, awy-

kle pray okazji wykonywania sekeji psow pa-
diveh 2 innyeh prayczyn.



