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Vizsgalataink célja olyan eljaras kidolgozasa volt, melynek
segitségével a tej fekalis szennyezettségének mértéke révid id6
alatt — a viszonylag hosszabb 1d6t igénybe vevé bakteriologiai
eljarasok megkerulésével — hozzavet6legesen meghatarozhato.
llyen modszernek a gyakorlatban szamos helyen — igy a kol-
lektiv élelmezések, korhazak, csecsemd@otthonok, de az ipar
ellenérzésében is — jelentésége lehet.

A fekalis szennyezddés indikatoraként az eddigi gyakorlat
az E. colival val6 szennyezettséget alkalmazta. Bar egyes szerzék
ennek az allaspontnak a helyességét vitatjak, vizsgalataink soran
az E. coli biokémiai aktivitasdn alapulé gyors meghatarozasra
torekedtink. Az E. coli biokémidjat tobbek kozott Auber és
munkatérsai tanulményoztadk behatéan. Szamos kozleményben
targyaljak az E. coli nitrat redukalo képességét, a folyamatért
felel6s enzym-rendszer Osszetevlit és reakcio-mechanizmusat.
1,2 3
( A )szennyezettség mértékének megitélésére vizsgalataink-
ban a nitrat redukcios képessegét vettiik alapul. Ennek a tulaj-
donsagnak a tejvizsgalatban valé alkalmazasat tobb szerzé ja-
vasolja. (4, 5) Az alapvetd kérdés a reakcié specifitdsa volt.
Egyes baktériumok redukcios képessege kozismert és a klasz-
szikus tejvizsgalati modszerekben is alkalmazast talalt. Meg
kellett vizsgalnunk, hogy a tej normalis mikroflérajat képezd
mikroorganizmusok (6, 7.) hogyan viselkednek adott Kkisérleti
koriilmények kozott nitrattal szemben. Irodalmi adatok szerint
a tejben el6fordulé szamos baktérium képes nitradtnak nitritté
val6 redukalasara. (8, 9) Ezeknek nagy részét azonban mar
eleve ki lehetett zarni. Egyrészt azért, mert a kisérlet korilmé-
nyei igen tavol allnak az illet6 mikroorganizmusok optimalis,
életviszonyaitdl, masrészt a redukci6 nem all meg nitrit sta-
diumban, hanem ammoénidig, nitrogénoxiddkig, s6t elemi nitro-
génig fut le. (8, 9) A kisérlet korulményei ideélisnak tekinthe-
tok az E. coli szaporodasa szempontjabdl. (Alacsony pH, 35—37
C°.) igy vegyes flora esetén — a gyakorlatban mindig ilyennel
kell szamolnunk — az E. coli a szaporodas soran uralkodéva
vélik. A tej normalis mikroflorajanak nagy részet alkoto termo-
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fii baktériumokat a viszonylag alacsony inkubacios héfok miatt
nem kellett tekintetbe vennlink. Ezt alacsony héfokon kezelt
tejekben végzett nitrat-redukciés kisérletek is igazoltak. Mas
—e bazikus kozeget kedvel6 — baktériumok, mint pl. a proteus
vulgaris, a kozeg alacsony pH-ja miatt estek kisebb sullyal sza-
mitasba. Tobb szerzé targyalja a tejekben gyakran el&fordul6
Eroteus, bac. subtilis és pseudomonas csoport nitrit-redukcios
epessegét, melynek eredményeképpen nitrogén-oxidok es elemi
nitrogen keletkeznek. (10, 11) Vizsgalataink soran proteussal,
pyocianeussal és mesentericussal mesterségesen szennyezett
steril tehéntejen végeztink nitrat-redukcios probakat. Az 0ssz-
baktérium- és coliszamokat az Allomés bakterioldgiai osztalyan
Jandy az élelmiszerbakteriolégiai gyakorlatban hasznalt méd-
szerrel hatarozta meg. Ugyancsak 0 végzett kontroli-vizsgala-
tokat a modell szennyezésre kertild steril tejekkel is. Neki ez-
aton mondunk koszonetét.

Nitrat-redukciot csak a proteus vulgarissal szennyezett tej-
mintakban kaptunk. A proteus okozta redukcié mértéke a 0—100
kozotti coliszamnak megfeleld redukcids értékkel egyezett, ami
tekintettel a 800 milliés proteus csiraszamra, elhanyagolhatd
értéknek vehet6.

llyen megifontolésok alapjan varhat6 volt, hogy a reakcio
aspecifitasa ellenére is, a gyakorlatban egyértelmi eredménye-
ket szolgéltasson. A mddszer gyakorlati kiprobalasa céljabol a
nitrat-redukcids probat 123 tejmintan végeztiuk el. A tejmintak
kilonboz6 nyers és hokezelt tejek kozil kerultek Kivalasztasra
oly modon, hogy lehetbleg a kilonb6z6 szennyezettségi foku
teJek azonos aranyban szerepeljenek. Az inkubacios id6_kezde-
tén minden mintabdl meghataroztuk szabvéanyos bakterioldgiai
vizsgalattal a coliszdmot. A vizsgalatsorozat igazolta az elmé-
leti megfontolasokat. A kapott coliszamok szerint hat csopor-
tot alakitottunk ki. (100 alatt, 200—5000, 5000—50 000, 50 000—
500 000, 500 000—21000 000, és 1000 000 felett) Az egyes cso-
portokra es6 redukcids értékek atlagat az I. tablazatban adjuk.
A redukcidés értékek szérasa — a bakteriologiai eredményekre
vonatkoztatva — nem ad egészen megbizhatd képet. Vonatkoz-
tatasi adatnak a meghatarozasa maga is nagy szOrast mutat és
hibaja természetesen ndveli a nitrat-redukcios médszer hibajat.
A mddszer pontossaga ezenkivil a coliszdmok egyes csoporto-
kon beliili eloszlasanak is a fliggvénye. Maganak a két bioldgiai
reakcionak egybevetese is mutat szikségkeppen ingadozasokat
szamos, meég tisztazatlan tényez6 kovetkeztében. igy kulonbsé-
gek adddnak az egyes torzsek enzym-aktivitasaban, szaporodasi
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reductios érték

l. tablazat

. . Redukcios Vizsgélatok Kozépérték

Coli szam értek szama kozéphibaja
100 alatt 0,65 20 0,24
100—5000 2,23 26 0,60
5000—50 000 4,52 27 0,77
50 000—500 000 5,40 22 0,42
500 000— 1 MillIGIG oo 7,58 16 0,92
1 millié felett 8,02 12 0,98

sebességében sth. Befolyassal lehet a redukcid intenzitasara
egyes torzsek eléregedese, milieu hatas valtozasa és ervényesi-
lese is sth. Elelmiszerekbdl kitenyésztett colitdrzsekkel végzett
szennyezési probak ezeket aladtdmasztani latszanak. A kérdés
eldontésehez azonban nagyobbszamu kisérlet sziikséges. Ha az
altalunk az egyes coliszam-csoportokra — dnkényesen felvett
nitritgérbe alapjan — kapott redukcios értékeket a coli-
szam logaritmusaval szemben abrazoljuk, mind a csoportok
alsé hatarara, mind azok atlagara vonatkozdan kozel linearis
osszefliggést kaptunk.
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Els6 lépésben vonatkozési gorbét kellett felvenniink. Erre
a célra KNO2h6l készitett 100 gammas NO2 oldatbol készitet-
tink sorozatot. A bemérések azonos térfogatra valo kiegészité-
séhez tejbél, a vizsgalati eljarasnal hasznalt mddszerrel készi-
tett 6lomacetat serumot hasznaltunk. A kapott azonos térfogatd,
nitrittartalm( serumokban ecetsavas higitds utan a Griess—
llossvay-reakciot elvégeztilk és a kialakult voros szint 20 perc
mulva Pulfrich-fotometeren olvastuk le. A kapott kalibracios
gorbén kozvetlendl nitritmennyiségeket kaptunk meg gamma-
ban. A konnyebb kiértékelhet6ség céljabol 6nkényesen reduk-
ciés egységeket vettiink fel. Az alkalmazott higitdsok mellett
eg?/ redukcios egyseg 5 gamma nitritnek felel meg. Tejek vizs-
galatanal az irodalomban javasolt (4) kétéras inkubacidés idd
elégnek bizonyult. A meghatarozéshoz a serumot a tej el6zetes
ecetsavas megsavanyitasa utan szilard élomacetattal készitet-
tuk el. A centrifugalast konikus végl csovekben végeztik. Na-
gyon fontos, hogy a serum tiszta legyen. Zavarossag esetén egy-
reszt magasabb extinkciot kapunk, masrészt a képzédott festék-
anyag adszorbealdédik és igy irreédlis eredményeket kapunk. A
kapott serum egy részet 30%-o0s ecetsavval higitva a Griess—
llossvay-reakciot elvégeztiik és a redukcids értéket meghataroz-
tuk. A reakcio érzékenységét a higitasviszonyok alkalmas meg-
valasztasaval lehet szabalyozni. A mddszeriinkben hasznalt higi-
tas 10—1000 000 nagysagrend( coliszamok esetén alkalmas-
nak bizonyult. Magas coliszdmok, tehat nagy nitritkoncentra-
cidk esetén azonban a redkcié nem engedelmeskedik a Lambert—
Beer-torvénynek. Igen alacsony coliszam mellett igy anyatejek-
nél és forralt tejeknél ajanlatos kisebb higitast alkalmazni.

A coliszam, redukcios értekekb6l az 1 abraban kozolt grafi-
kon segitségével, j6 megkdzelitéssel meghatarozhato.

Az eljaras Kivitelezhetd standard festékoldattal torténé
dsszehasonlitassal is. Erre a célra savanyu fuchsin vizes oldata
hasznélhato fel. 0,25 g/l-es festékoldatot készitettlink, s ebbdl
az egyes tagokat deszt. vizzel azonos térfogatra kiegészitve (ese-
tinkben 9 ml-re) alkalmas sorozatot kaptunk. Meg kell jegyez-
nink, hogy az altalunk Il. tablazatban megadott értekek egy
adott festekkészitményre vonatkoznak. A sorozatot minden
esetben egyeztetni kell a kalibracids gorbe felvételénél ismerte-
tett standard sorozattal. Ajanlatos a kés6bbiekben is kontrol-
lalni a szin allanddsagat.

Osszefoglalva: a modszer fentebb ismertetett aspecifitas
ellenére is alkalmasnak bizonyult a tej fekalis szennyezettsé-

52



1. tala:at

ml. fuchsin/9 ml. Redukcids érték
0,05 0,60
0,10 1,00
0,20 2,10
0,30 3,20
0,40 400
0,50 4,50
0,60 5,00
0,70 6.20
0,80 10.30

gét jelz6 coliszam megkozelitd meghatarozasara. Nem helyette-
sitheti teljesen a klasszikus bakterioldgiai modszereket, de gyors
Kivitelezése folytdn még a vizsgalt minta altal képviselt tej-
mennyiség felhasznalasa, illetve feldolgozasa el6tt jelzi annak
szennyezettségét.

Vizsgalati eljaras: a kalibraciés gorbét 100 gamma nit-
rit ml-es KNO2oldatbol készitjik (0,1848 g KNO2oldva 1000 ml
vizben). 0,1, 0,2, 0,3...cccocuvnunee. 0,8 ml oldatot steril tejbdl
készilt 6lomacetat serummal 2 ml-re egészitink ki. A serumot
elézetes ecetsavas (1—2 csepp jégecet) savanyitas utdn 0,02 g
szilard Glomacetattal valo Osszerazassal és centrifugalassal ké-
szitjuk. 7 ml 30%-os ecetsavat és 0,2 ml Griess.—llossvay-rea-
genst adunk hozza. (A oldat: 1 g szulfanilsav 100 ml 30%-0s
ecetsavban oldva. B oldat: 0,3 g a-naftilamin 70 ml vizben fézve
és a sz(irt oldat 30%-0s ecetsavval 10 ml-re Kiegészitve. A rea-
genst A és B oldat 1:1 ar&nyu elegyitésével mindig frissen ké-
szitjuk.) A kialakult vords szin 20 perc mulva stabilizalédik. Az
extinkcidkat 1 cm-es kivettdban S 53-as sz(ird alkalmazaséaval
Pulfrich-fotometeren olvassuk le. A vizsgalandd tej 5 ml-éhez
04 ml 1%-o0s NaNCb oldatot adunk és két 6raig 37 C°-on inku-
baljuk. Azutadn a probabol a fent leirt médon Glomacetatszéru-
mot keszitink. A tiszta szérum 2 ml-ét 7 ml 30%-o0s ecetsavval
felhigitjuk és az extinkcidjat a kalibracios gorbénél leirt modon
meghatarozzuk. A nyert extinkciénak megfelelé coliszamot a
kalibracios gorbérdl értékeljuk Kki.
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BbICTPbI METO4 ANnA MPUBNINTE/NIBHOIMO XMMWYECKOIO
OMPEAENEHUWA 3ATPA3HEHWA MOJIOKA ®EKATNAMU
B. Kadep

Mcnonb3yeT HUTpaT-pefyKLMOHHYO crnocobHocTb E. Konm gna 6bicT-
poro yCTaHOB/IEHUS1 3arpsi3HEHUs Mofioka ekanamu. B npouecce onpege-
NeHna"™ KONMYeCTBO HWUTpaTa, o6pasylollerocsa M3 HaTpuymHuTpaTta, LOAaH-
HOro B MOJIOKO, OMnpefensieTcs (hOTOMETPUYECKN B CbIBOPOTKE, MOJYyYeHHOW
YKCYCHbIM CBMHLOM. W3 MOAYYEHHOr0 3HAYeHUs 3KCTUHLMW MpYMEHeHWeM
KasnbpaumnoHHON KpWBOI/ MOMyYaeTcs HemocpeACTBEHHO YMUCIO0  KOMW.

SCHNELLMETHODE ZUR APPROXIMATIVEN BESTIMMUNG
MIT FAEKALIEN BESCHMUTZTER MILCH

B. Kaffehr

Zur raschen Feststellung der Verunreinigung der Milch kénnen wir
die nitratreduzierende F&higkeit der Bacterien E. coli verwenden. Die
durch Beisetzung von Natriumnitrat zur Milch elhaltene Nitritmenge
kann man im Bleiacetat-serum mit photometrischer Methode bestimmen.

Aus den so gewonnenen Extinctionswerten ist der Coli-titer mit Hilfe
einer Kalibrationskurve auf unmittelbare Weise abzusché&tzen.

MODE RAPIDE POUR LA DETERMINATION DE POLLUTIONS
D’ORIGINE FECALE DANS LE LAIT, A UNE EXACTITUDE
APPROXIMATIVE

R Kaffehr

La capacité réduisante de I’entérocoque Coli envers les nitrates peut
étre exploitée pour la détermination rapide de la souillure fécale du lait.
Au cours de lanalyse, le dosage de la nitrite, résultante du nitrate de
soude ajouté au lait, peut étre vérifié dans du sérum & sous-acétate de
plomb, au moyen photométrique. A base des valeurs d’extinction ob-
tenues, le nombre des entérocoques Coli, & I'aide de la courbe calibrée,
peut étre évaluée immédiatement.

A QUICK METHOD FOR THE CHEMICAL DETERMINATION
OF APPROXIMATIVE ACCURACY OF CONTAMINATION OF MILK
BY FAECES

B. Kaffehr

The capability of E. coli to reduce nitrates proved suited for use in
the quick determination of milk contamination by faeces. In this test,
sodium nitrate is added to the milk sample and the quantity of nitrite
formed during the test may be measured by photometry in a lead acetate
serum. The coli number can be read directly from the extinction values
obtained, applying a working curve.
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