Nr 8

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Reok XLIV

BARBARA HUTNIKIEWICZ, EWA OSUCHOWSKA¥,

ZDZISEAWA MADEJ

Ocena liczbowa mikroflory surowca mlecznego przy uzyciu

testu Lactocult

Zaktad Higieny Weterynaryjnej, ul. Warszawska 108, 10-937 Olsztyn

* Katedra Higieny Produktéw Zwierzecych Wydzialu Weterynaryjnegoe ART

3

10-957 Olsztyn-Kortowo

Niezadowalajgca jako$¢ mikrobiologiczna mle-
ka jest sprawg wcigz sygnalizowana w pi§mien-
nictwie (2, 4, 5, 6, 7, 10, 11), a istotng przyczyna
tej sytuacji sg zaniedbania higieniczne podczas
jego pozyskiwania i transportu. Uzasadnione
wiec wydawatoby sie wprowadzenie czestej kon-
troli mikrobiologicznej surowca mlecznego do-
starczanego do zlewni.

Obowigzujaca obecnie metodyka badan bak-
teriologicznych mleka (8) jest pracochlonna i
dlugotrwata, co utrudnia wprowadzenie stalej
biezacej kontroli i jest — by¢é moze — jedng
z przyczyn braku wymogdw mikrobiologicznych
dla surowca mlecznego. Celowe i potrzebne wy-
dajg sie zatem wszelkie préby upraszczania i
skracania tej metodyki. Adamczyk i wsp. (1)
wykazali duzg przydatnoéé coliwskazow pro-
dukcji krajowej i NRD okreslajgcych stopien
skazenia mleka dreobnoustrojami z grupy E. co-
li. Liczba tych bakterii uzyskana przy uzyciu
wymienionych coliwskazéw odpowiadata mianu
coli wykazanemu metoda fermentacyina.

Wszechstronniejszy jest test firmy {fiaskiej
ORION o nazwie ,Lactocult”. Jest to piytka
wkrecona szczelnie do tuby i pokryta z dwu
stron podlozami. Po jednej stronie znajduje sie
podloze odzyweze do oceny wzrostu ogdlnej licz-
by jednostek wzrostowych bakterii tlenowych
oraz oksydazo-dodatnich, a po drugiej stronie
podioze EMB-agar (Eosin Methylene Blue agar),
na ktorym odezytuje sie liezbe jednostek wzro-
stowych paleczek z grupy okreznicy. Do pod-
loza odzywezego dodany jest wskaznik barwny,
ktéry ponadto pozwala na zorientowanie sie o
liczbie bakterii kwaszacych. ,Lactocult” moze
byt przechowywany w temperaturze pokojowej
przez okres pdt roku. Przeprowadzanie posie-
wow polega na chwilowym zanurzeniu plytki z
podiozami do hadanego mleka. Przed wlasciwa
inkubacja mozna plytki przetrzymaé przez kil-
ka godzin w temperaturze pokojowej bez ujem-
nego wplywu na wyniki koncowe. Odezyt wy-
nikéw polega na wzrokowym poréwnaniu ge-
stosci jednostek wzrostowych na powierzchni
podioza (bez ich liczenia) z odpowiednimi wzor-
cami zawartymi w instrukcji.

Polska Norma — PN-81/A-86002 — nie sta-
wia obecnie warunku oceny mikrobiologiczne]
surowca mlecznego. Nalezy sie jednak liczyé z
wprowadzeniern w niedalekiej przyszlosci oko-
wigzku iloSciowych oznaczen mikroflory tzgo
suroweca, a wiec 1 z koniecznoscig dostosowania
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odpowiedniej metodyki badan. Propozycja ta-
kiej metody jest test Lactocult. Podjeto zatem
badania, ktérych celem bylo poréwnanie wy-
nikéw uzyskanych przy uzyciu tego testu z wy-
nikami otrzymywanymi metodg tradycyjna.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 50 probkach surowca
mlecznego z 5 ferm bydia mlecznego. Préobke labo-
ratoryjng w iloéci 200 ml pobierano w sposéb jalowy,
bezposrednio po udoju, z konwi lub tankéw. Prze-
wozeno jg nastepnie w warunkach chlodzonych, w
czasie do 40 min., do laboratorium, gdzie niezwlocz-
nie wykonywano badania.

W celu okreslenia metodg tradycyjng ogoélnej licz-
by bakterii tlenowych oraz miana paleczek z grupy
okreznicy wykonano posiewy ilo$ciowe zgodnie z obo-
wigzujacg metodyka (8). Liczbe drobnoustrojow oksy-
dazo-dodatnich oznaczono pokrywajac jednostki wzro-
stowe znajdujgce sie na podlozu agarowym odczynni-
kiem do wykrywania obecnosci oksydazy cytrochro-
mowej metodg Gaby i Hadleya (3), uwzgledniajac przy
odczycie te, ktore zabarwity sie na niebiesko.

Przy oznaczaniu testem ,Lactocult” ogdélnej liczby
bakierii tlenowych, liczby paleczek z grupy okrezni-
cy oraz bakterii oksydazo-dodatnich, postugiwano sic
dolgczong instrukcjg firmy Orion. Najpierw zanurza-
no plytke z poditozami w uprzednio dokladnie wymie-
szanym mleku tak, zeby obie powierzchnie plytki by-
ty zwilzone. Nastepnie plytke wkrecano do tuby i in-
kubowano w temperaturze 30°C przez 16—24 godz.,
po czym odczytywano wyniki w sposéb podany we
wstepie, postugujge sie odpowiednimi wzorcami testu
Lactocult (ryc. 1, 2, 3).

Przy okreg§laniu ogélnej liczby bakterii tlenowych
brano pod uwage wszystkie jednostki wzrostowe, nie-
zaleznie od barwy 1 rodzaju, po tej stronie plytki,
gdzie znajduje sie podloze odzywcze do oceny wzrostu
bakterii tlenowych oraz oksydazo-dodatnich.

Aby oznaczyé liczbe paleczek z grupy okreznicy,
uwzgledniano gestosé¢é jednostek wzrostowych ciem-
nych (brazowe, fioletowe) na powierzchni drugiego
podloza, czyli po drugiej stronie plytki. Szare lub
bezbarwne kolonie pomijano.

W celu oszacowania liczby bakterii oksydazo-dodat-
nich, zwilzano po inkubacji wymienionym wyzej od-
czynnikiem powierzchnie podloza odzywezego, Jed-
nostki wzrostowe drobnoustrojéow oksydazo-dodatnich
stawaly sie niebiesko-czarne i one byly uwzgledniane
przy poréwnywaniu z wzorcami.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej me-
todg regresji liniowej wedlug testu t-Studenta (9).
Otrzymane wspo6lczynniki korelacji miedzy wynikami
obu poréwnywanych metod obliczano przy liczbie
stopni swobody r==48 i przy wartosci krytycznej roz-
kladu t=201 dla poziomu istoinosei «=0.05

Wyniki i omdéwienie
Poréwnanie wynikéw otrzymanych przy uzy-

ciu testu Lactocult z danymi uzyskanymi me-
todg tradycyjng przedstawiono w tabeli 1.
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Tab. 1. Por6wnanie wynikéw badan bakteriologicznych
50 probek surowca mlecznego uzyskanych testem Lac-
tocult oraz metodg tradycyjng

o igzla wynikdw PR
e réznia- | Wspél-
Kierunek WYTaZa-| ooy gia| Lo
badania jednako-| nych tg Oy]eder(fl ggg’ggg?i
wych |sama po- . o) 1
tega kosci
Ogodlna liczba
drobnoustrojéw 6 31 13 0,769
tlenowych
Liczba, miano EI
pateczek z gru- — a0 | 12 0,822
py okreznicy
Liczba drobno- l
ustrojow oksy- = 33 17 0,574
dazodoedatnich

W przypadku oznaczania paleczek z grupy
okreznicy, aby nie zmieniaé obowigzujgcej w
rutynowych badaniach metodyki, ktéra przewi-
duje okreslanie miana tych drobnoustrojéw, ze-
stawiono miano z og6lng liczbg wymienionych
bakterii, odczytang na wzorcach testu Lactocult.
Zakres wzorcow w instrukcji dla omawianego
kierunku badania odpowiadat tylko dwom war-
toSciom miana — 0,01 i 0,0001, co zmniejszylo
ilos¢ poré6wnywanych probek. W 6 prébkach
liczba paleczek z grupy okreznicy przekroczyla
najwyzszg wartos¢ (50 000) uwzgledniong na
wzorcu, a w 2 probkach liczha tych bakterii
byla mniejsza, niz najnizsza wartosé (1000) na
wzorcu. Wynikéw tych probek nie poddano ana-
lizie statystycznej.

W zasadniczych dla jakosci mikrobiologicz-
nej surowca mlecznego kierunkach badania
{ogblna liczba drobnoustrojéw tlenowych oraz
miano, liczba paleczek z grupy okreznicy) otrzy-
mane porownywanymi metodami wyniki mozna
uzna¢ za odpowiadajgce sobie, o czym $wiadcza
wspéblczynniki korelacji. Zaznacza sie wieksze
zréznicowanie wynikéw w przypadku oznaczania
drobnoustrojéw oksydazo-dodatnich. Przyczyng
tego jest prawdopodobnie zbyt malta ilos¢ wzor-
coOw w instrukcji Lactocult w stosunku do
uwzglednionego tam zakresu wielkosci, dla te-
go kierunku badania. Roznica gestosci jednostek
wzrostu migdzy sgsiednimi wzorcami instrukeji
jest duza i optyczne poréwnanie wynikéw z
wzorcem moglo prowadzi¢ do blednej oceny.

Trudno na podstawie wykonanych badan c
peing ocene dokladnodci testu Lactocult, ale jest
on godny uwagi ze wzgledu na swojg prostote
i latwosc stosowania. Zaletg jego jest réwniez
mata mozliwo$¢ popelnienia bledéw metodycz-
nych i duza powtarzalnosé wynikéw, uzyskiwa-
na dzieki znacznemu uproszczeniu techniki po-
siewdw oraz standaryzacji podlozy.

Test Lactocult moze by¢ szczegdlnie przydat-
ny do badan rutynowych, ktérych celem byto-
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by stwierdzenie czy liczba badanych bakterii nie
przekracza okre$lonego wymogami poziomu, a
zatem po wprowadzeniu norm mikrobiologicz-
nych dla surowca mlecznego. Duza zalety testu
Lactocult jest takize krdtki czas uzyskiwania wy-
nikow (16—24 godz.). W przypadku szerokiego
zastosowania tego testu w naszym kraju, moz-
na ewentualnie dostosowaté wymogi mikrobiolo-
giczne dla surowca mlecznego do mozliwosei
diagnostycznych omawianego testu,
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JIOEASA OUEHKA MHKPOQJIOPHI MOJIOYHOrO ChIPDhA ¢ OPI-
MenedneM recta Lactocult

ITenr paboTbl cocTosna B cpaBHEHMM pPe3yJbTATOB,
NONyYeHHBIX ¢ NpuMeHeHmeM Tecra ,Lactocult”, ¢
pe3yspTaTaMy, TOJNYYEHHLIMM IPM  IIOMOLIM MU~
KPCOOMOJIOTHYECKMKX METONOB, COA3BIBAIOIMX B HACTOS-
uiee BpeMA. MceenegoBaHua mposeau Ha 50 mpobax Mo-
JIOYHOI'O CBIPbLA, ONPEeAeNaAd OOIlee YuUCIO KUCIOPOI-
HBIX MMKPOODPTraHM3MOB, TUTP M YUCIO IAJOYEK M3
rPYONOBI ODCAO0YHONM KMINKM, a TaKiKe UYMcJ0 OKCHAa-
32-TIOJIOKUTENbHLIX MUKPoOOpraum3mos., Tecr ,Lacto-
cult”, M3-3a TPOCTOTHI IPUMEHEHUS U 3IHAYUTEILHOTO
COKpallleHMa BPEMeHM MCCIENOBAHMUI KaXKeTCa O0Co-
DeHHO MNpUTOTHLIM B CIyYae MUKDPOOMOJIOTHIECKUX
PYTUHOBBIX MCCJIENOBAHUM, LENLI KOTOPLIX ObIIO Oni
ocbHapyzkeHue, He IPERLICUIO JiM YUCIO MCCIIenyeMbIX
DakTepuit YpPOBHsA, OHPeAENeHHOr0 TPe6oBaHMAMMN.

CpaBHMBasg NONYHEHHBIE Pe3YABTATEI IPM IIOMOLILH
recre t-CThrOjgeHTa, MONYYMIM CAERyOme Ko3gh-
OUIMEeHTEl KOPPeNANMM: [ ObIIero Ymucias KMCIIO-
POAHBIX MMKPOOpPranmM3MoB — 0,769, B cayZae mallodex
M3 TPYHmbl 00OzCYHOM KMIIKU —— 0,822 a TakxXe B
cIydae OKCHAA30-IIOJOKUTENLHLIX MUKPOOPraHu3MOB
— 0,574, IlonyueHHble DPEIYABTATHI CTATUCTUICCKU
CyIIecTBeHHBI.

Hutnikiewicz B., Osuchowska E., Madej Z. — Quantita-
tive evaluation of microfiora of milk raw material
using Lactocult test

The objective of the work was to compare the re-
suits obtained in the Lactocult test and these obtained
during commonly used microbiological examinations.
The examinations were done with 50 samples of raw
milk material in which a total number of aerobic bac-
teria, number and index of bacteria from Coli group
and number of oxidase-positive bacteria was determi-
ned. The test due to its simplicity and shortening of
examination time may be especially useful in the rou-
tine mlcroblologlcal exammatlons to flnd if the num-
ber of bacteria i min
mits. Compariy 1 =
test the following correlatio‘n ooefficient:s were found:
for a general number of aerobes — 0.769 for Coli group
— 0.822, for oxidase-positive bacteria — 0.574. These
resulls differ statistically significantly.




