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Uvod

Najefikasniji na¢in da se spredi prisustvo antibiotika u trZznom mleku je
zabrana prometa mleka muznih grla ledenih antibioticima. Iako je postupak sa
mlekom kod lefenja antibioticima propisan Pravilnikom o kvalitetu mleka i
mleénih proizvoda (Sl. list SFRJ, 15-1964) ipak ne moZe u potpunosti da se spreéi
prisustvo antibiotika u mleku namenjenom za ishranu ljudi. Poznato je da se
kod mnogih krava duZina izlu¢ivanja antibiotika unetih u organizam Zivotinje
razlikuje i da se &esto ne poklapa sa vremenom ogranifenja upotrebe mleka.
Osim toga treba radunati i sa nedovoljnom disciplinom odgovornih lica od kojih
zavisi dali ée se mleko le€enih Zivotinja zaista iskljuéiti iz prometa. Najzad ima
slutajeva namernog dodavanja antibiotika mleku u cilju konzervisanja.

Navedeni razlozi ukazuju da je redovna kontrola na prisustvo antibiotika
kao i drugih inhibitornih materija u mleku neophodni vid nadzora nad pro-
metom mleka. Poznato je da se kod nas takva kontrola ne sprovodi redovno,
ili i kada se vrSi dobijeni rezultati ne pokazuju stvarno stanje. Jedan od
glavnih uzroka je nedostatak brze i jednostavne metode. Pored toga kod izvo-
denja pojedinih metoda javljaju se smetnje koje ometaju pravilnu interpre-
taciju dobijenih rezultata. Zato smo odluéili da ispitamo vise metoda za doka-
zivanje antibiotika u mleku kako bi mogli da predloZimo najpodesniju za
redovnu i masovnu kontrolu. Obuhvaéene su samo bioloSke metode, jer se
uglavnom samo one koriste za dokazivanje malih koli¢ina antibiotika u mleku
koje mogu Stetno da deluju na zdravlje ljudi i da izazivaju smetnje u milekar--
skoj industriji. :

BioloSke metode se dele na dve grupe: direkine i indirektne. Kod direkt-
nih se kao hranljiva podloga za test mikroorganizme koristi agar. Na mestu
gde iz ispitivanog materijala difunduju u agar eventualno prisutni antibiotici
ne dolazi do razmnozavanja test mikroorganizama, pa se oko toga mesta jav-
lja kruZna zona inhibicije rasta osetljivih test mikroorganizama u vidu pro-
svetljenja podloge. Posebnu grupu direktinih metoda éini mikroskopsko doka-
zivanje morfoloskih promena test mikroorganizama nastalih dejstvom
antibiotika u mleku.

Najveéi broj mefoda za dokazivanje antibiotika i drugih inhibitornih
materija u mleku spada u indirektne metode. Ispitivani uzorak mleka pred-
stavlja hranljivu podlogu za test mikroorganizme, a biohemijske promene u
njemu sluze kao pokazatelj o prisustvu inhibitornih materija. Ukoliko mleko
ne sadrzi takve materije dolazi do poveéanja kiselosti i pada redoks potenci-
jala. Nasuprot tome ako u mleku ima materija koje spreavaju razmnoZzavanje
test mikroorganizama (antibiotici, dezinficiensi), mleko ostaje nepromenjeno
ili su promene vrlo slabo ispoljene.

;Refe.;at sa VIII Seminara za mljekarsku industriju od 2. do 4. II 1870., Tehnoloski fakultiet,
agreb.
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Metode rada

Ispitivanjima je obuhvaéeno odredivanje osetljivosti pojedinih metoda na
niske koncentracije antibiotika. Zatim je ispitivana specifi¢nost metoda za do-
kazivanje antibiotika. Da bi to utvrdili proverili smo moguénost diferenciranja
antibiotika od dezinfekcionih sredstava. Najzad razmatran je uticaj nekih fak-
tora koji ometaju pravilno izvodenje testova i interpretaciju rezultata.

Osetljivost metoda je ispitivana prema razliditim koncentracijama peni-
¢ilina i streptomicina. Antibiotici su dodavani mleku posle zagrevanja na
80—85° C predvidenog kod izvodenja svih metoda u cilju uni$tavanja mikroor-
ganizama mleka i prirodnih inhibitornih materija mleka koje mogu da ometaju
razmnoZavanje test mikroorganizama. Rastvori antibiotika su neposredno pred
rad pripremani u vodenom rastvoru i to u nekoliko osnovnih razblaZenja. Od
njih su zatim u mleko dodavane razli¢ite koli¢ine, pa su tako dobijene potrebne
koncentracije. Kod penicilina je ispitivana osetljivost prema koncentraciji od
0,1 do 0,001 pencilina u 1 ml mleka, a kod streptomicina od 1 do 10 gama u 1 ml
mleka. Ogledi su ponovljeni 10 puta.

Da bi utvrdili da li pojedine metode daju pozitivne rezultate i kada su u
mleku prisutni dezinficiensi, na slitan naéin kao kod ispitivanja osetljivosti
prema antibioticima napravili smo razblaZenja dezinficiensa. Odabrali smo
Tego i Omnisan u koncentraciji od 0,0001 do 0,5%¢ u mleku. '

Dalji cilj rada bio je da ispitamo da li mehanizam reakecije kod pojedinih
metoda moZe da bude izmenjen usled nekih drugih faktora. Zbog toga smo
uzeli 200 uzoraka mleka iz pojedinih ¢etvrti vimena od 50 krava koje u pret-
hodnom periodu uopdte nisu nikad primale antibiotike ili je taj interval od
letenja do ovog pregleda iznosio vife meseci. Pored pojedinaénih uzoraka ispiti-
vali smo i 100 uzoraka mleka uzetih iz mlekare kod prijema. Svi ovi uzorci su
uporedo ispitani odabranim metodama.

Metode dokazivanja inhibitornih materija

1. Metoda sa diskom po Galeslootu i Hassingu

Kao test mikroorganizam koristi se Bacillus stearothermophilus var. calido-
lactis. Kultura sa kosog agara se zasejava u teénu podlogu (ekstrakt kvasca, 1 g;
tripton, 2 g; glukoza, 0,05 g; destilovana voda, 100 ml; pH 7,0) i drZi u termostatu
18 &asova na 55° C. Podloga se razliva po 10 ml u Erlenmajerove posude od 100
ml da bi pristup vazduha bio veéi, po§to se mikroorganizam bolje razmnoZava
pod aerobnim uslovima.

Od ovako dobijene kulture uzima se 1 ml na 5—6 ml tripton-agara (ekstrakt
kvasca, 2,5 g; tripton, 5 g; glukoza, 1 g; agara 15 g; destilovana voda, 1000 ml;
pH 7). Agar se prethodno otopi i ohladi na oko 50° C i po$to se dobro izme8a sa
dodatom kulturom, razlije se u Petrijeve §olje u tankom sloju. Kada se podloga
stegne, stavljaju se na povrinu kruZi¢i od filtar hartije pre¢nika oko 1 cm koji
se prethodno zamo¢e u ispitivano mleko, pasterizovano 5 minuta na 85° C. Petri-
jeve Solje se stavljaju u termostat na 55" C i drZze 3—4 &asa. Dobro vidljiva zona
oko kruZié¢a filtar hartije, u kojoj nema rasta test mikroorganizama, oznadava
prisustvo antibiotika u mleku. Sirina zone zavisi od koli¢ine antibiotika u mle-
ku. Kod negativnih uzoraka, tj. onih koji ne sadrZze antibiotike inhibitorna zona
se ne javlja.

Kao kaontrolu treba uvek uzeti mleko koje sigurno ne sadrZi antibiotike,
kao i mleko kome se doda penicilin. Ako se sumnja da mleko sadrZi pencilin
treba dodati jednu kap pencilinaze na 5 ml mleka i izvr3iti ispitivanje na pret-
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hodno opisani nadin. Ako se radilo o prisustvu penicilina u mleku izostate zona
inhibicije, jer je penicilin pod dejstvom penicilinaze razoren.

Ista metoda moZe da se radi i na ne$to izmenjen naéin pomoc¢u tzv. rupa u
agaru. U agaru pripremljenom na na&in kao za metodu sa diskovima samo razli-
venom u debljem sloju, izbufe se rupe preénika oko 1 cm. U te rupe se sipa
mleko, koje se ispituje. Dalji postupak i prosudivanje rezultata su identi¢ni kao
kod metode sa diskovima.

B. stearothermophilus se ¢uva na kosom agaru ovog sastava: ekstrakt mesa
1 g, ekstrakt kvasca 2 g, pepton 5 g, NaCl 5 g, agar 15g, destilovana voda 1000 ml
pH 7,4. Sterilizacija 20 minuta na 120° C.

2. Metoda sa metilenskim plavim po Frank-u

10 ml mleka zagreva se u vodenom kupatilu 5 minuta na 85° C, zatim ohla-
di i doda 2 ml reakcione smese. Posle drZanja u vodenom kupatilu na 43°C u
toku 100 minuta, reakcija se &ita na osnovu redukcije metilenskog plavog. Ako
boja ostaje znadi da mleko sadrzi antibiotike, a ako nastaje redukcija nema anti-
biotika. Reakeciona sme$a se priprema neposredno pred upotrebu tako, §to se u
30 ml jogurta stavi 1,2 ml 0,5%p vodenog rastvora metilenskog plavog i 200 ml
rastvora za razblaZivanje. Posle toga se snaZno protrese, a smefa se moZe
upotrebiti u toku 30 minuta.

Rastvor za razblaZivanje se sastoji od 10 g glukope i 250 mg kalcijumhlo-
rida rastvorenih u 1000 ml destilovane vode. Gotov rastvor se razliva po 200 ml
u boce sa staklenim perlicama i sterilife u autcklavu 15 minuta.

3. Metoda salakmus tinkturom po Welz-u

10 ml mleka se inaktivira 5 minuta na 80° C i ohladi na 40°C a zatim se
doda 0,5 ml test kulture (Streptococcus thermophilus ili jogurtna kultura) i 0,5
ml lakmus tinkture (po Pubel Tieman-u) dobro izme$a i drZi u vodenom kupa-
tilu 3 ¢asa na 40° C. Reakcija se ¢ita prema tablici:

negativna (—): mleko se gru$a, redukuje u crveno ili belo;

pozitivna (+): crvenoc-ljubidasta boja, bez grufanja ili sa samo slabim gru--

Sanjem; i

jako pozitivna (++): mleko ostaje te¢no, boja plava ili plavo ljubitasta.

4. Metoda sa trifenil-tetrazoliumhloridom — TTT (Neal
i Calbert)

10 ml mleka zagreva se b minuta na 80° C, zatim ohladi pod tekuéom vodom
na 40°C i doda 1 ml kulture test mikroorganizma razblaZene u odnosu 1:1 sa
sterilnim obranim mlekom. Posle drZanja 2 ¢asa u vodenom kupatila na 37° C,
doda 0,3 m! 4% vodenog rastvora 2, 3, 5, trifenil-tetrazoliumhlorida i posle 30
minuta éita rezultat na osnovu ove tablice:

negativno (—): intenzivno crvena boja;

pozitivno (+): crvena boja ali svetlija nego u negativnoj kontroli; i

jakeo pozitivna (+'+): ostaje bela boja mleka.

Kao test mikroorganizam koristi se Str. thermophilus.
5. Metoda sa metilenskim plavim (Galesoot)

Na 10 ml mleka (40—45° C) koje se prethodno inaktivira 10 minuta na 80°' C
dodaje se 0,2 ml test kulture (Str. thermophilus) i 0,5 ml rastvora metilenskog
plavog, a zatim drZi u vodenom kupatilu na 42° C.

Rezultat se &ita posle 1, 2 i 3 éasa:

negativno (—): potpuno obezbojavanje ili ostaje plavi prsten na povrsini

Sirine 1 do 2 cm
pozitivno (+): ostaje plava boja u celoj epruveti ili u veéem delu.
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Kod mleka bez antibiotika obezbojavanje obitno nastaje veé za 1 ¢as. Ako
redukcija ne nastupi ni za 200 minuta znak je da mleko sadrzi inhibitorne
materije.

Rastvor metilenskog plavog se pravi na ovaj na¢in:
U 96%¢-tnom alkoholu napravi se zasi¢en rastvor -metilen-plavog. Posle 48
¢asova rastvor se filtrira i od njega uzima 5 ml i razblaZuje sa 195 ml vode.
Mora se voditi ratuna o poreklu metilenskog plavog, pa se preporucuje da to
bude metilen-plavo »medicinale«, metilen-plavo »B-extra« (Merck) ili metilen-
-plavo DAB-6.

Rezultat i diskusija

Ispitivanjem odabranih metoda na osetljivost prema razli¢itim koncentra-
cijama penicilina i streptomicina ispoljile su se medusobne razlike. Iz tab. 1 u
kojoj su prikazani ovi rezultati vidi se da se kod 10 ogleda ponovljenih sa istim
koncentracijama antibiotika rezultati nisu uvek slagali. Stoga smo kod prosu-
divanja osetljivosti metoda uzeli kao sigurni pokazatelj samo one koncentracije
koje su pri svim ispitivanjima bile dokazane. Na osnovu takvog prosudivanja
zakljucili smo da su za dokazivanje penicilina u mleku najosetljivije metode na
agaru pomoéu rupa, metoda sa lakmus tinkturom i sa TTC. Ovim metodama
moZe se sigurno dokazati 0,02 1J pencilina u 1 ml mleka. Ostale metode su manje
osetljive pa se sa njima sigurno moZe da dokaZe 0,4 IJ penicilina u 1 ml mleka
i vete koncentracije od toga, dok se manje koncentracije mogu ustanoviti samo
ponekad, kao §to se to vidi‘u tab. 1 gde broj u zagradi pokazuje pizitivan nalaz
od ukupno 10 izvedenih ogleda. Ispitivanja L.anga takode ukazuju na osetlji-
vost metode sa lakmus tinkturom kojom je autor uspeo da dokaZe 0,02 penici-
lina u 1 ml mleka, a metodom po Frank-u 0,04 kaomi. Schdnherr navodida
se metodom sa TTC moZe da dokaZe 0,04 1J penicilina u 1 ml mleka, a 0,01 1J
pencilina u 1 ml mleka metodom po Galesloot-u sa metilen plavim.

Pri ispitivanjima streptomicina svim metodama se sa sigurno$éu moze da
dokaze 10 gama streptomicina u 1 ml mleka. Direktnim metodama na agaru
i metodom po Frank-u moZe se dokazati i 5~6 gama streptomicina u 1 ml mleka
dok se manje koncentracije mogu da dokaZu sa manjom sigurno$éu. Ostalim
metodama ukljugenim u ova ispitivanja takode se mogu dokazati manje kon-
centracije streptomicina od 10 gama u 1 ml mleka, ali ne uvek, pa se stoga sma-
traju manje osjetljivim na streptomicin od prethodnih.

Tablica 1.
Koncentracija antibiotika / ml mleka
Metode Penicilin (1J) Streptomicin (gama)
ispitivanja 0,06 0,04 0,03 0,02 0,01 0,005 50 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Po Galeslo- 7

ot-u i Has-
sing-u (rupe) + + -+ + @) @ + + 4+ + + + + 6@ @ —
Po Galeslo-
ot-u 1 Has-
sing-u (dis-
kovi + + (8 (6) (2 —
Po Frank-u + + (6) (6) (4) —

+ (8) (1) (2) ) —
+ (8) (8)(6) (6) —

++
++
++

Mljekarstvo 20 (8) 1970 173



Po Galeslo-

ot-u + + ® @4 — — +T+TEBMMmMBW@®H® G —
Po Welz-u
Po Neal-ui + -+ + + B — + 4+ 8@ @®)OB)®6 3K 3 —

Calbert-u + 4+ 4+ 4+ (@) (2 -+ + (8)(8) () (6) (5) (2)(2) (2) —

+ oznaava dokazanu koncentraciju u svih 10 ogleda izvedenih sa tom kon-
centracijom antibiotika.
* broj u zagradi oznadava koliko je puta odgovarajuca koli¢ina antibiotika
dokazana kod 10 ogleda izvedenih sa tom koncentracijom.
— oznatava da nije dokazan antibiotik u toj koncentraciji.

Ispitivanja moguénosti razlikovanja dezinfekeionih sredstava u mleku putem
odabranih metoda pokazala su, da se kod metoda na agaru zona inhibicije ne
javlja ¢ak ni pri vrlo visokim koncentracijama tih sredstava u mleku.

Nasuprot tome kod indirektnih metoda, dezinficiensi u razli¢itim koncen-
tracijama, zavisno od osetljivosti metode, spre€avaju rast mikroorganizama.
Potpuna inhibicija nastaje kod metode po Frank-u u prisustvu 0,001%/¢ Omni-
sana i Tega. Istovremeno ovo zna&i da se ovom metodom te koncentracije
dezinfekcionih sredstava mogu da dokaZu u mleku. Kod ostalih indirektnih
metoda test mikroorganizmi se ne razmnoZavaju pri 0,005% pomenutih dezin-
ficiensa. Iz rezultata ovih ispitivanja proizilazi da su direktne metode specifi¢ne
za dokazivanje antibiotika u mleku. Ovo istite i sam autor kao i neki drugi
(Thieulin). Meduiim indirektnim metodama ne moZe da se utvrdi o kojoj se vrsti
inhibitornih materija radi, tj. da 1i su u pitanju antibiotici ili dezinficiensi, jer
se pozitivni rezultat dobija u oba slutaja.

Dalja ispitivanja na pojedina¢nim i zbirnim uzorcima pokazala su jo§ jednu
prednost direktnih metoda na agaru nad indirektnim pri dokazivanju antibi-
otika u mleku. Nijedan od tih uzoraka nije pokazao zonu inhibicije na agaru,
dok je kod indirektnih metoda proces redukcije nekada bio tako usporen da se
dobijao utisak da mleko sadrZi inhibitorne materije. Ovakav slu¢aj je zapaZen
kod 28 uzoraka od ukupno 200 pojedinaénih i 17 do 100 zbirnih. Usporena reduk-
cija je zapaZena kod metode po Galeslootu sa metilenskim plavim, po Franku
i sa TTC, dok kod metode sa lakmus tinkturom po Velzu nije. Posto su direktne
metode na agaru pokazale da mleko ne sadrZi antibiotike, a metoda po Welzu
da ne sadrZi ni antibiotike ni dezinficiense, smatramo da je proces redukcije
bio izmenjen zbog nekih drugih razloga.

Osim toga krave od kojih su uzeti pojedinaéni uzorci bile su pod stalnom
veterinarskom kontrolom jednog od autora, pa se nije moglo dogoditi da u
mleku bude antibiotika, dezinficiensa, konzervansa ili sli¢nih materija. Uzroka
usporenoj redukciji koji ometaju pravilnu interpretaciju rezultata moglo bi da
bude viSe, kao §to ih uostalom ima i pri izvodenju probe reduktaze (poveéan
broj leukocita, prirodne inhibitorne materije mleka, metaboliéki procesi mikro-
flore mieka i s tim u vezi promene redoks potencijala mleka, prisustvo izvesnih
streptokoka (Str. saccharolactis) koje proizvode materije sposobne da inhibiraju
druge mikroorganizme i tako u kontroli mleka daju pogresnu sliku kao da se
radi o ostacima antibiotika (Jepsen) itd.). Stoga pri upotrebi indirektnih metoda
treba biti obazriv kod davanja mifljenja. Ako ovome dodamo jog i to da je
pitanje odgajivanja osetljivih kultura na antibiotike veliki problem pri ispitiva-
nju inhibitornih materija u mleku, onda je jasno sa koliko teSkoéa se struénjaci
sretaju pri kontroli mleka na antibiotike.
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Po nafim ispitivanjima najpodesniji nain za dokazivanje antibiotika u
mleku je direktha metoda na agaru sa rupama po Galeslootu i Hassing-u. Pred-
nost ovoj metodi ne dajemo samo zbog njene osetljivosti prema niskim koncen-
tracijama antibiotika i specifiénosti na antibiotike, veé¢ i zbog toga &to se ne
javljaju smetnje zapaZene kod indirektnih metoda. Osim toga, ovom metodom
mogu da se dokazuju i antibiotici u mle¢nim proizvodima, potkifeljenom mleku
itd. $to putem indirektnih metoda nije izvodljivo.

Zakljuéak

a) Za dokazivanje antibiotika u mleku i mle¢nim proizvodima najpodesnija
je direktna metoda na agaru sa rupama, gde kao test mikroorganizam sluZi
B. stearothermophilus var. calidolactis. Ovom metodm sa sigurno$éu moZe da se
dokaze 0,02 IJ penicilina u 1 ml mleka i 5 gama streptomicina u 1 ml mleka.

b) Proba je specifiéna za dokazivanje antibiotika u mleku i njegovim pro-
izvodima.
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SASTAV | SVOISTVA MLIJEKA KRAVA CRNOSARE PASMINE*

Natalija DOZET i Marko STANISIC
Poljoprivredni fakultet, Sarajevo

Upoznavajuéi i analizirajuéi sastav mlijeka krava crnoSare pasmine posta-
vili smo zadatak da izudimo njegova svojstva sa nekoliko aspekata. Prateéi
kvalitet mlijeka kroz laktaciju (1) i izufavajuéi pojedine fizitke i hemijske
komponente (2, 3, 4, 5) imali smo za cilj svestranije obradivanje ove proble-
matike. Ispitivanjem kvaliteta mlijeka individualnih krava Zeljeli smo da dalje
produbljavamo na8a ispitivanja. Pri ocjeni kvaliteta mlijeka krava mora se
uzeti u obzir i njihova individualna svejstva. Krave drZane u jednoj 5tali, pod
istim wuslovima, proizvode mlijeko razlid¢itog sastava. Ova razlika moZe biti
Zznatna i po kvalitetu i u sastavu mlijeka. U tim manifestacijama kvaliteta
individualnosti postoji jedan faktor varijabilnosti koji je od velikog znadaja za
praksu.

Izu€avanjem kvaliteta mlijeka individualnih krava bavio se &itav niz au-
tora. A. A. Ilinjski i M. P. Kuzbalova (6) su utvrdili da su promjene
na sastavu mlijeka svakodnevne, J.G. Davis idr (7) navode radove autora
koji su utvrdili da mlijeko individualnih krava moZe dati takve rezultate ispi-
tivanja koja odstupaju od prosje¢nih uzoraka pojedine robe. Dechambre

* Rad je objavljen na prvoj jugoslavenskoj medunarodnoj konferenciji za stodarstvo,
Novi Sad 9—12. lipnja god. 1970.
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