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Broj koliformnih bakterija u mleku zavisi od higijenskih uslova proiz-
vodnje i obrade mleka. Zbog toga se dokazivanje koliformnih bakterija pri-
menjuju za kontrolu higijenske ispravnosti mleka. Danas se u praksi koriste
razne metode za odredivanje broja koliformnih bakterija u mleku. ZapaZeno
je da se broj koliformnih bakterija utvrden razli¢itim metodama u istom u-
zorku vrlo éesto ne slaZe. Postoji viSe razloga ovoj pojavi, a jedan od tin
moze da bude i razlika u sastavu upotrebljenih podloga. Da bi utvrdili u ko-
joj meri hranljive podloge uti¢u na broj koliformnih bakterija u mleku,
odluéili smo da uporedo ispitamo nekoliko &vrstih podloga koje se najéedte
pri ispitivanju mleka upotrebljavaju.

S obzirom da je na$ Pravilnik o bakterioloSkim uslovima kojima moraju
odgovarati namirnice u prometu propisivao Endo agar i agar sa dezoksihola*-
citratom i laktozom (DES) za dokazivanje E. coli u namirnicama, obadve pod-
loge su ukljutene u ova ispitivanja. Pored njih odabrali smo i agar sa violet-
crvenim i *uéi (VCZ) predlozen od Medunarodne mlekarske federacije za
standardnu podlogu pri ispitivanju koliformnih bakterija u sirovom mleku i
agar sa brilijantzelenim, fenolervenim i laktozom (BZFC) koji se u SR Nje-
madkoj od strane Komisije za donoSenje metoda za ispitivanje mleka i mle? -
nih proizvoda (3) predlaze za standardnu podlogu.

NACIN RADA

Ispitivanje podloga je uradeno na dva naéina i to:

1. Uporednim zasejavanjem ¢istih kultura E. coli na svim odabranim se-
lektivnim podlogama i na garu koji je uzet za kontrolu;

2. Uporednim zascjavanjem mleka koje sadrzi koliformne bakterije na
svim selektivnim podlogama. Agar u ova ispitivanja nije bio ukljuten jer na
njemu iz mleka rastu i druge bakterije, 5to bi ometalo prosudivanje nalaza
koliformnih bakterija.

Za ispitivanje podloga zasejavanjem kultura E. coli uzeli smo tri soja
E. coli koje smo oznaéili rednim brojevima od 1 do 3. Svezu bujonsku kulturu
smo razblazili fiziolo§kim rastvorom natrijumhlorida u odnosu 1:10"* jer smo
pri zasejavanju 0,1 ml iz tog razblazenja dobijali oko 100 kolonija na jednoc
Petrijevoj Solji. Sve odabrane podloge smo zasejali na isti nac¢in po 10 puta.
drzali ih u termostatu 24 &asa na 37°C i posle toga odredili broj kolonija. Sta-
tistickom obradom rezultata ocenili smo zna¢ajnost razlika u broju izraslih
kolonija i na osnovu toga procenili uticaj podloge na rastenje koliformnih
bakterija na odabranim selektivnim podlogama.

U drugom delu ispitivanja uzeli smo 42 uzorka mleka i svaki razblazill
fizioloskim rastvorom natrijumhlorida u odnosu 1:10-* do 1:10-* i zasejavali
po 0,1 ml na sve selektivne podloge. Posle inkubacije od 24 &asa na 37°C od-
redili smo broj kolonija izraslih na pojedinim podlogama i na osnovu tog:o
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utvrdili broj koliformnih bakterija u pojedinim uzorcima mleka dobijen na
raznim podlogama. Iz svih uzoraka smo izractunali srednji broj koliformnih
bakterija i usporedili dobijene vrednosti.

Pored ovih ispitivanja ¢iji rezultati nisu mogli statistitki da se obrade
zbog velikih medusobnih razlika, uzeli smo 12 uzoraka mleka sa pribliZznim
brojem koliformnih bakterija i zasejali ih na isti naéin kao kod prethodne
grupe uzoraka. Rezultati su statisti¢ki obradeni i ocenjene razlike, na osno-
vu kojih je prosudivana svaka podloga pojedina¢no. Najzad smo uzeli 6 uzo-
raka mleka i svaki zasejali 10 puta na isti naéin na sve selektivne podloge
Dobijeni broj kolonija je statisti¢ki obraden.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Rezultati ispitivanja prikazani su u nekoliko tablica iz kojih se vide raz-
like u broju kolonija koliformnih bakterija izraslih na odabranim podlogama
iz kulture i uzoraka mleka.

U tablici 1 dat je srednji broj kolonija izraslih na pojedinim podlogama
pri zasejavanju soja E. coli 1. U istoj tablici je dat procenat izraslih kolonija
u poredenju sa agarom za koji smo uzeli da na njemu izrastaju sve bakterije
iz materijala koji se zasejava.

Tablica 1

Srednja vrednost broja i procenta kolonija E. coli 1 na pojedinim podlogamsz

Podloga
Agar Endo DES BZFC VCZ
E coli 1 131,2 129 118 136 124
1009 98,3%/s 89,9% 103,6%0 95,2%0

Analizom varijanse rezultata prikazanog u tablici 1 ustanovili smo da
izmedu ispitivanih podloga ne postoji statisticki znaéajna razlika u broju
izraslih kolonija (tablica 2), iako se srednji broj kolonija medusobno razlikuje.
Tablica 2

Analiza varijanse rasta E. coli 1 na podlogama

Zhir kvadrata St. sl. Sredina kvadrata F odnos
Medugrupna
tretiranja 2416,4 4 604,1 F = 1,2
Unutargrupna 21866,6 45 485,9 Fo; = (4,45) =
greska 258
Opsta greska 24283 49

Legenda: Si. sl. = stepen slobode
U tablici 3 je dat srednji broj kolonija pri ispitivanju sojeva E. coli 2 i 3.
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Tablica 3

Srednja vrednost broja i procenta kolonija E. coli 2 i 3 na pojedinim

podlogama
Podloga
Agar Endo DES BZFC VCZ
E. coli 2 162 124 129 156 143
100% 76,5%0 79,6%0 96,29 88,2%n
E coli 3 120 98 103 114,2 106,4
1000 81,7%0 85,8% 95,1%0 88,69/

Analiza varijanse rasta E. coli na pojedinim podlogama pri ovim ispiti-
vanjima takode nije pokazala statistiki znatajne razlike, pa ih stoga ovde
ne¢emo posebno iznositi kao §to je u¢injeno za soj br. 1.

Prikazani rezultati pckazuju da sve upotrebljene podloge pruzaju dobre
uslove za rast E. coli.

Rezultati ispitivanja mleka su pokazali da je srednja vrednost broja iz-
raslih kolonija iz svih uzoraka najveéa na Endo agaru a najmanja na VCZ
agaru, Sto se vidi iz tablice 4.

Tablica 4

Srednji broj kolonija iz 42 uzorka na pojedinim podlogama

Vrsta

podloge Endo DES BZFC VCZ
Srednji

broj 85 60,1 79,2 57,3

S obzirom da su razlike u broju kolonija dobijenih iz pojedinih uzoraka
bile velike, statisticka obrada nije mogla da se izvr$i. Stoga smo kao 3to je
vet napred receno uzeli 12 uzoraka koji su imali priblizan broj koliformnih
bakterija i samim tim ¢inile skup uzoraka sa priblizno homogenim podacima.
Srednja vrednost broja izraslih kolonija iz ovih uzoraka data je u tablici 5,
a analiza varijanse broja izraslih kolonija u tablici 6.

Tablica 5

Srednja vrednost kolonija iz razblaZenja uzoraka 10-*

Broj uzoraka Podloga
Endo DES BZFC VCZ
12 52 27,5 41,4 26,4
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Tablica 6
Analiza varijanse broja kolonija izraslih iz mleka

Zbir kvadrata St. sl Sredina F—odnos
kvadrata
Medugrupna
tretiranja 5542,1 3 1847,36 F = 26,9%%
Unutargrupna
greska 2487,3 36 69,09 Fos = (3,36- = 8,59
Opsta greska 8029,4 39

S obzirom da smo analizom varijanse utvrdili statisti¢ki znaéajnu razliku
izmedu pojedinih podloga, obradili smo je s pomoéu Tukey testa. (Tablica 7).

Tablica 7
Analiza rasta koliformnih bakterija iz mleka na osnovu Tukey testa
D=QS Q = 381 D = 3,81.2,62 Dos = 9,98
Podloga Srednji broj
kolonija x = 26,4 x = 276 x = 41,4
Endo 52 25,6% 24,5% 10,6%
BZFC 41,4 15% 13,9% --
DES 27,5 1,1 —
VCZ 26,4 —

Iz iznetih rezultata dobijenih ispitivanjem mleka vidi se da koliformne
bakterije rastu u najmanjem broju na VCZ agaru i da samo izmedu ove pod-
loge i DES agara nema statisti¢ki znacajne razlike u broju izraslih kolonija.
Ostale podloge se meduscbhno razlikuju.

Rezultati dobijeni ispitivanjem mleka zasejanog 10 puta na isti naéin pri-
kazani su u tablici 8.

Tablica 8
Srednja vrednost broja kolonija iz mleka zasejanog u 10 ponavljanja
Podloga
Endo DES BZFC VCZ
Mleko ! 68 49 54,6 444

Analizom varijanse ovih podataka koja je prikazana u tablici 9 utvrdena
je statisti¢ki znatajna razlika i ona je iskazana prema Tukey testu (tablica 10)
iz kojeg se vidi da jedino izmedu Endo agara i ostale tri podloge postoji zna-
éajna razlika, dok se ove tri podloge medusobno ne razlikuju u broju izraslih
kolonija.
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Tablica 9

Analiza varijanse za 10 ponovljenih zasejavanja mleka

Zbir kvadrata St. sl Sredina F = odnos
kvadrata
Medugrupna
tretiranja 3135,2 3 1045,06 F=11,7T%
Unutargrupna
greska 3216,8 36 89,3 Fes = (3,36) = 8,59
Opsta greska 6352 39
Tablica 10
Analiza rasta koliformnih bakterija iz mleka
na selektivnim podlogama na osnovu Tukey testa
D=QS D = 381.39 Des = 11,04
Podloga Srednji broj _ _ —
kolonija x = 444 x = 49 x = 54.6
Endo 68 23,6% 19,0% 13,4%
BZFC 54,6 10,2 5,6 —
DES 49 4,6 —
VCZ 44,4 —_

Posto smo dokazali da na Endo agaru raste veé¢i broj kolonija nego na
ostalim podlogama, biohemijski smo ispitivali kolonije sa svih odabranih se-
lektivnih podloga. Pri tome smo utvrdili da na Endo agaru pored koliformnih
bakterija rastu grampozitivni Stapiéi i streptokoke, dok na ostalim podloga-
ma rastu samo koliformne bakterije. Ovakvi rezultati pokazuju da Endo agar
nije dovoljno selektivan za koliformne bakterije. Biohemijska ispitivanja kolo-
nija sa Endo agara su dalje pokazala da E. coli samo u 27,4 sluajeva raste u
vidu ervenih kolonija sa metalnim sjajem, koje se prema mnogim navodima
u literaturi smatraju karakteristiénim za E. coli, a da u najveéem broju slu-
tajeva raste u vidu ruZi¢astih i sluzavih kolonija. Ponekad kolonije E. coli
imaju sasvim svetloruzi¢astu boju, pa izgledaju kao da poti¢u od laktoza ne-
gativnih bakterija, $to nastaje zbog proteolize koju E. coli izaziva u Endo
agaru. Biohemijska ispitivanja kolonija sa Endo agara su pokazala da i druge
koliformne bakterije rastu sli¢no kao E. coli. Iz toga proizlazi da izgled ko-
lonija E. coli na Endo agaru nije karakteristi¢an i da odabiranje crvenih ko-
lonija sa metalnim sjajem u cilju dokaza E. coli, kako je to bilo propisano
Pravilnikom o bakteriolo§kim uslovima kojima moraju odgovarati namirnice
u prometu, ne pruza sigurnost da ¢e se E. coli pronaéi u ispitivanoj namir-
nici.
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Pored navedenih nedostataka Endo agara za dokazivanje koliformnih
bakterija u mleku, zapazili smo da na njemu éesto dolazi do spajanja kolonija
Sto onemoguc¢ava brojanje kolonija i izolovanje pojedinih kolonija u cilju da-
lje identifikacije. Iz svega izloZzenog moZe se zakljuéiti da je Endo agar ne-
podesan za dokazivanje koliformnih bakterija u mleku i da ga pri propisiva-
nju metoda za ispitivanje mleka svakako treba izostaviti.

Uporedivanjem svih odabranih selektivnih podloga za ispitivanje koli-
formnih bakterija u mleku, utvrdili smo da najveéi broj koliformnih bakte-
rija raste na agaru sa brilijantzelenim fenolcrvenim i laktozom. Na ovoj pod-
lozi ne rastu druge bakterije $to znaéi da je selektivan za koliformne bak-
terije. Na osnovu ovako postignutih rezultata misljenja smo da bi sli¢na is-
pitivanja trebalo da se izvrSe i u drugim laboratorijama, pa tek posto se na
takav naéin utvrdi koja je podloga najpodesnija za dokazivanje koliformnih
bakterija u mleku da se da predlog za donoSenje propisane metodike. Ovo bi
trebalo da bude nac¢in rada pri donoSenju svih obaveznih metoda za pregled
namirnica.

ZAKLJUCAK

Uporednim ispitivanjem selektivnih podloga za dokazivanje koliformnih
bakterija u mleku utvrdili smo:

1. da na Endo agaru pored koliformnih bakterija rastu i druge bakterije,
sto pokazuje da nije dovoljno selektivan za koliformne bakterije;

2. da na Endo agaru E. coli samo u 27,4% slu¢ajeva raste u vidu crvenih
kolonija sa metalnim sjajem. U najveéem broju slu¢ajeva kolonije E. coli na
Endo agaru su ruZitaste boje i sluzave. Druge koliformne bakterije pokazuju
na Endo agaru isti rast kao E. coli;

3. najpodesnija podloga za dokazivanje koliformnih bakterija u mleku
je agar sa brilijantzelenim fenolervenim i laktozom, jer na njemu raste najveci
broj koliformnih bakterija iz mleka, a ne rastu druge bakterije;

4. pri donoSenju propisa za metode ispitivanja namirnica treba prethodno
izvrditi uporedna ispitivanja vise metoda i to u viSe laboratorija, pa tek na
osnovu dobijenih rezultata davati predloge za propisivanje metoda. Stoga bi i
rezultate dobijene u ovom radu trebalo proveriti u drugim laboratorijama i
na osnovu toga predloziti metodiku za dokazivanje koliformnih hakterija u
mleku.
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