grQ

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XVIII

JAN GALUSZKA

W sprawie przydatnosci bulionu z TTC do oznaczania
miana pateczek z grupy okreznicy w prébach mleka®)

Z Wojewoddzkiego Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Katowicach

Kierownik: prof. dr

Sole tetrazolu, szezegdlnie chlorek 2, 3, 5 — 1iroj-
fenylotetrazolu (TTC) znalazly szerokie zastosowa-
nie praktyczne w rdéznych galeziach nauk biologicz-
nych i pokrewnych. Zagadnienie to obszernie przed-
stawil Anczykowski (1).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly. ze
poszezegdlne gatunki i odmiany drobnoustrojow
roznia sie znacznie stopniem wrazliwosei w stosun-
ku do TTC (Huddlesor, Schonberg i Kraus. Thibaut
i Welsch, Demerlenne Jaminon i Thibaut
cyt. 8). Okazalo sie, ze wszystkie przebadane dro-
bneoustroje sg w stanie zredukowaé TTC do forma-
zonu pod warunkiem, ze dodatek TTC =zastosowany
bedzie w stezeniu nietoksycznym i ze chodzi w {ym
wypadku o redukcje niespecyficzna zwigzang z ko-
morkg (23). Chlorek trojfenylotetrazolu hamuje wzrost
wiekszoéci drobnoustrojow gram-dodatnich. Z badan
Gitlissena 1 Bechera (8) wynika np., ze gronkowce
biate redukujg TTC do formazonu jedynie w wyso-
kich stezeniach w obecnosci glukozy — natomiast
gronkowce zlociste sg zdolne do redukeji TTC nawet
w srodowisku pozbawionvm glukozy.

Sole tetrazolu mimo réznych opinii sg czesto za-
stosowane w bakteriologii. Miedzy innymi Bendsen
(3), Wood (22), Sykes (19) i Anczykowski (cyt. 1) za-
stosowali je do barwienia antygenéw brucelozo=
wych, Barnes (2) do odrdznienia Streptococcus [ae-
calis od Streptococcus faecium, a Laxminarayana
i Iya (10) potwierdzili rdznice w zdolnosci reduko-
wania soli tetrazolowych w obrebie niektorych
szczepow paciorkowcow katowych. Maleszewski (11)
zastosowal w badaniach mikrobiologicznych pro-
duktéow zywnosciowych zmodyfikowane podloze wg
Slanetza i Bartleya z TTC i azydkiem sodu porow-
nujac uzyskane wyniki z mianami na podtozu z fio-
letem krystalicznym 1 purpura bromokrezolows.
Uzvskane przy pomocy podioza z TTC wyniki oce-
niono jako zadowalajace. Zaletami pozywki z TTC
byla mozliwoéé skrdcenia czasu badania do 24 godz,
orientacyjna mozliwoé¢ okreslania na podstawie
stopnia redukcji iloéciowego zakazenia zZywnoS$ci
przez Streptococcus faecalis, zymogenes i liquefa-
ciens oraz fakt uzyskania wyzszych mian w bada-
niach ilo$ciowych niz na podiozu plynnym z fiole-
tem krystalicznym 1 purpurg bromokrezolows.
Maleszewski i Burzynska (12) postugiwali sie statym
podlozem z TTC i azydkiem sodu wg modyfikacji
Maleszewskiego (11) do okreslania liczby enteroko-
kéw w salatkach garmazeryjnych. Do$¢ czeste zasto-
sowanie znalazt TTC w diagnostyce drobnoustrojow
z grupy paleczek okreznicy (4, 5, 6, 16), a szczegdl-
nie przy okreSlaniu tzw. miana coli w mleku i prze-
tworach mleczarskich (7, 13, 17, 18, 20).

Stusznie podkresla Anczykowski (1), ze zastoso-
wanie soli tetrazolu posiada jak kazda zreszta meto-
da biologiczna okreélone wady ograniczajgce zakres
jej zastosowania. Wszelkie prace wykonywane przy
pomocy TTC cechowaé¢ powinna niezwykla skrupu-
latnod§¢ i1 ostrozno§é. W ocenie wynikow szezegdlny
nacisk mnalezy polozyé na uwzglednienie iloéci dro-
bnoustrojow, ich witasciwosei fizjologicznych polg-
czonych z réznymi zdolnosciami redukeyjnymi, ste-
zenie TTC, temperature, czas trwania wylegania
a zwlaszeza pH S$rodowiska (8, 14, 15). Zdaniem

*) W dyskusji do artykulu W. Glinskiego: Sprawdzenie

przydatnosci bulionu z TTC (chlorkiem 2, 3, 5, — tréjfe-
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Maleszewskiego (11) juz sama zmiana barwy od-
czynnika z kremowej na zo6ltopomaranczowag jest
momentem dyskwalifikujgcym.

Zastanawiajgc sie nad zagadnieniem oznaczania
miaha coli w mleku i przetworach mleczarskich nie-
zaleznie od stosowanego podioza nalezy podkredilic
trudnosci standaryzacyjnie wynikajace z niejednoli-
tego sprecyzowania pojecia ,paleczek z grupy
okreznicy” (Coliform, coliforme Keime). Zgodnie
np. z ameryvkanskimi metodami standardowymi do
grupy tej zalicza sie wszystkie drebnousiroje gram-
ujemne, tlenowe i wzglednie beztlenowe, nie zaro-
dnikujace, fermentujgce laktoze z wytwarzaniem
gazu. Wg nomenklatury angielskiej drobnoustroje
z grupy pal. okreznicy fermentujg laktoze i dekstro-
ze z wytwarzaniem kwasu i gazu, przy czym roz-
roznia sig: coli (2 typy), intermedius (2 typy), acro-
genes i cloacae (3 typy) i nieregularne (8 typow) —
natomiast normy francuskie =zaliczajg do tej gru-
py rodzaje Escherichia, Aerobacter i Paracolobac-
trum (cyt. 18). Seelemann i Wegener (16) proponu-
ja rozszerzenie pojecia paleczek z grupy okrez-
nicy zwlaszeza przy badaniu mleka na pozostsle
bakterie gram-ujemne nie pozgdane w mleku, szcze-
golnie fluoryzujgce i alkalizujgce. Propozycja ta
posiada pewne uzasadnienie i zastuguje na uwage.
Rowniez poglady na przydatno$é roznych podlozy
stosowanych dla oznaczania miana coli w mleku
i przetworach mlecznych dalekie s3g od zgodnos$ei.
Obok podioza Kesslera Swenartona z fioletem
gencjany stosuje sie podloze z =zielenia brylantows,

mannitolem, sola sodowa kwasu rycynolowego
i inne. Przeprowadzone badania wykazaly, ze do-
datek Zdlci przewidziany w recepturze podioza

Kesslera — Swenartona lub soli Zolciowych nie jest
obojetny dla wzrostu bakterii z grupy pal. okrezni-
cy (Allan, Pasley i Pierca, Burman, Oliver, Hen-
driksen, Murray Olsen — cyt. 4) w zwigzku z czym
niektorzy badacze zalecaja podioze z dodatkiem kwasu
bornego, kwasu glutaminowego, siarczanu laurylu lub
chlorku tréjfenylotetrazolu. Normy polskie przewidujg
zastosowanie dla oznaczania miana coli w probach
mleka podloza Kesslera— Swenartona, natomiast w
przypadku lodow — pozywki z TTC (13). W obydwu
wypadkach obowigzujg kontrole na podlozu Endo.
Schonberg (17) wykazal na podstawie wynikow ba-
dan porownawczych selektywnos$é bulionu z TTC
i jego przydatnosé do badan iakosciowych bakterii
z grupy pateczki okreznicy, przy skréconym czasie
inkubacji posiewu pierwotnego. Podobne wyniki
uzyskano w badaniach wiasnych przeprowadzonych
w oparciu o metodyke Schonberga na probach mle-
ka pasteryzowanego (7). Schonherr (18) w swoim
nowoczesnym podreczniku  pos$wieconym metodom
standardowym  lekarsko-weterynaryjnego badania
mleka zaleca obok podioza Kesslera — Swenartona
do oznaczania bakterii z grupy okreznicy bulion
TTC wg Schonberga oraz podloze syntetyczne Ru-
brognost — TTC ,Heyl”, produkowane na skale
techniczng przez jedng z firm nicmieckich w zasto-
sowaniu do oznaczania miana coli w mleku w rozu-
mieniu Seelemanna i Wegenera (16). Pozytywnie wy-
powiada sie o bulionie TTC Szczepula (20) w zasto-
sowaniu do oznaczania miana coli w lodach. Autor-
ka przebadala porownawczo proby ledow pastery-
zowanych przy pcemocy pozywki wg Kesslera —
Swenartona, podioza z trypaflawing i bulionu TTC
wykazujac przydatnos¢ tego ostatniego. Nie stwier-
dzono przypadku, aby dodatni wynik miana coli na
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pozywce Kesslera — Swenartona czy pozywce z try-
paflawing nie pokrywat sie z wynikiem na bulionie

TTC. Wyzszoé¢ tego ostatniego polega gldownie na
mozliwosei skrocenia czasu wylegania posiewu do
18 godzin.

Inny natomiast poglad na przydatnosé bulionu
z TTC do oznaczania miana coli w mleku reprezen-
tuje Glinski (9), do ktorego polemicznego artykuiu
wkradlo sie kilka sformulowan wymagajacych spro-
stowania i wyjasnienia. Prawda jest, Ze zastosowa-
nie bulionu z TTC daje znaczne oszczednosei czaso-
we 1 to jest chyba najwieksza zaleta tego podloza.
Oszczednosé ta nie jest jednak tak rewelacyjna,
jakby to wynikalo ze sformulowania Glinskiego.
Pojecie skrocenia czasu badania w przypadku bulio-
nu z TTC do 18 godzin w pordwnaniu z 48 godzinami
przy podlozu Kesslera — Swenartona odnosi sie
oczywiscie Jjedynie do czasu wylggania posiewu
pierwotnego a nie caloéci badania. Uwazny czytelnik
znajdzie w podanej metodyce (7), ze kontrola wzro-
stu na Endo obowiazuje rowniez w przypadku bulio-
nu z TTC. Trudno zgodzié¢ sie z pogladem autora na
temat wiekszej przydatnosci bulionu z TTC do
oznaczania miana coli w mleku niepastieryzowanym
niz pasteryzowanym. Stwierdzajgc stusznie, ze ,re-
dukcja chlorku tréjfenvlotetrazolu mozliwa jest ze
strony catego szeregu innych grup drobnoustrojéw,
ktoryeh wzajemny stosunek ilo$ciowy jest dla nas
w kazdej probie mleka wielkg niewiadoma..” wy-
cigga zaskakujacy wniosek, ze ,bardziej wierne
i zgodne wyniki uzyskuje sie¢ w przypadku zastoso-
wanie bulionu z chlorkiem tréjfenylotetrazelu do
oznaczania miana palteczki okreznicy w mleku mnie-
pasteryzowanym”. Rozumowanie to jest niesluszne,
albowiem wtasnie do badania mleka i przeiworow
mleczarskich pasteryzowanych, gdzie ogélna ilosé
drobnoustrojow jest stosunkowo niska, a wiec
wplyw flory towarzyszacej na wynik dodatni jest
wzglednie maly zastosowanie bulionu z TTC wydaje
si¢ bardziej uzasadnione. W przypadku badania mle-
ka moment ten podkresla miedzy innymi Schénherr
(18), a lodéw Szczeputa (20). Zastrzezenia budzi réw-
niez znieksztalcony sens wypowiedzi Schénherra
(cyt. 21) podezas II  Sympozium Miedzynarodowego
Towarzystwa Weterynaryjnego Higienistow Srodkéw
Spozywezych w Bazylel. Latwo sprawdzi¢, ze w re-

ferowanej przez Trawinskiego wypowiedzi Schon-
herra na temat podloza Kesslera — Swenartona
chodzi jedynie o wykrywanie paleczek okreznicy

w mleku surowym co jest zgodne z pogladami zna-
komitej wigkszos$ci badaczy na te sprawe. Sformu-
lowanie ,najlepsza pozywke do wykrywania pate-
czek okreznicy w mleku, nawet surowym..” wy-
pacza sens tej wypowiedzi sugerujac w catoksztal-
cie kontekstu, ze podiloze Kesslera — Swenartona
jest rowniez najlepsze w zastosowaniu do mleka
pasteryzowanego co nie wynika z pismiennictwa,
ktore Glinski cytuje. W tym mieiscu wypada pod-
kresli¢, ze tenze sam Schdénherr (18) podajac opis
podlozy do oznaczania miana pal. okreinicy wyraz-
nie sie zastrzega, 7e jest sprawa dalszych, obszer-
nych badan doSwiadeczalnych rozstrzvgniecie, ktére
z nich jest najlepsze. Wydaje sie, ze stanowisko to
jest stuszne. Niedostateczne ujecie calego zagadnie-
nia tak pod wzgledem merytorycznym jak i meto-
dycznym jak rowniez wzgledy ekonomiczne i trud-
nosci zaopatrzeniowe przemawiajg w chwili obecne]
przeciwko wprowadzeniu bulionu z TTC wg Schén-

berga w szerokich, rozpoznawczych badaniach ma-

sowych.
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