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Zatrucia pokarmowe cztowieka wywotane przez
Cl. perfringens

Z i
7 Instviuin Nigieny Zywnodel

Historia

Schorzenie czlowicka, o przebiegu przypomi-
najacym zatrueie pokarmowe (ZP) na tle CiL
perfringens, zostalo po raz pierwszy opisanc
w 1895 r. przez Kleina (27) w Anglii. Nie jest
jednak jasne, czy wyosobniong wéwezas lasecz-
ke tzw. Bac. enterilidis sporogenes mozna uznac
za Cl. perfringens. Podobne watpliwo$ci etiolo-
giczne nasunely kolejne, malo doktadne rapor-
ty Andrewsa (3), Kendalla i Smitha (26), a po-
nadto Larnera (28) oraz Nelsona (44). Dopiero
w 1945 r. McClung (31) podal pierwszy, dobrze
udokumentowany opis zatrucia pokarmowego
na tle Cl. perfringens. W badaniach tych, po-
dobnie jak i w nieco pézniejszych pracach O-
sterlinga (48) w Szwecji oraz Hobbs 1 wsp. (24)
w Anglii, wskazano na dziatanie chorobotwor-
cze cieploopornych szezepow Cl. perfringens A.
W 1959 r. McKillop (33) zasugerowala udzial
w etlopatogenezie ZP rowniez i cieplowrazli-
wych szezepdw tego gatunku. Powyzsza suge-
stie poparli pézniej w swoich badaniach Hall
i wsp. (18), Taylor i Coetzee (61) craz Sutton
i Hobbs (60). Dopiero jednak w 1967 r. Hau-
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schild 1 Thatcher (22), przeprowadzajac na
ochotnikach udane préby reprodukeji ZP, do-
wiedli roli przyczynowej tych cieplowrazliwych
beztlenowcdw.

Zachorowania te mialy z reguly charakter
senteritis acuta’”, zwykle bez goraczki, przy
ustepujgeych w ciggu 24 godzin objawach bie-
gunki, boléw brzucha i nudnofci, a niekiedy
rowniez wymiolow.

Calkowicie natomiast odmienny charakter
posiadaly masowe zatrucia, jakie wystapily w
Niemczech w latach 1946—48. Zeissler (70) oraz
Zeissler i Rassfeld-Sternberg (71), a takze Oak-
ley (47) dowiedli, ze byly one wywolane przez
cieplooporne szczepy Cl. perfringens C i prze-
biegaly w formie ,enteritis necroticans”. W
pbézniejszym czasie zostaly stwierdzone dalsze,
chociaz sporadyczne, zachorowania w USA, An-
glii, Francji 1 Ugandzie (54, 62). Zastluguje na
uwage, ze w 1963 r. Murrell i Roth (38) oraz
Egerton 1 Walker (15) w przypadkach tego scho-
rzenia w Nowej Gwinei, wykazali cieplowraz-
liwe laseczki Cl. perfringens C, o pewnej ana-
logii do szczepéw enterotoksemii zwierzat.
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Zatrucia pokarmowe pozostawaly najczeSciej
w zwiazku ze spozywaniem potraw miesnych.
Niekiedy tylko, przyczynag ich byly produkty

roslinne oraz ryby. W 1962 r. Abrahams (1)

opisal zatrucie tubyleow, podezas ich tradyeyj-
nego $wieta ,,Homowo” w Akrze (Ghana), spo-
wodowane spozyciem potrawy pn. ,,Kpokoi”
zlozonego z kukurydzy, oliwek i ryby. W po-
dobnym przypadku przedstawionym w 3 lata
poézniej w Japonii przez Sugitani i Takamatsu
(58), intoksykacje wywolala potrawa rybna
. kamahoko”.

Etiologia

Zatrucia pokarmowe (ZP) na tle CI. perfrin-
gens wywoluja najczesciej szczepy serotypu A
(18, 23, 24), ale niekiedy réwniez i serotypu C
(15, 38, 47, 70, 71). Czynnik chorobotworczego
dzialania tych obu beztlenowcow jest jednak
calkowicie rézny. Przy zatruciach wywolanych
przez serotyp A gléwng role patogenetyczng
spelnia enterotoksyna (12, 13, 14, 20, 21), na-
tomiast w przypadku serotypu C toksyna beta
(15, 47, 70).

Przez szereg lat wigzano ZP o charakterze
»enteritis acuta” ze szczepami, ktére na podlo-
zach agarowych z krwig owczg tworzyly hemo-
lize alfa (24). Poézniej okazalo sie, ze podobne
znaczenie posiadajg takze silnie hemolityczne
szczepy, produkujace enterotoksyne (6, 40).

Niektorzy autorzy (29, 34) wysuneli sugestie,
ze przyczyng toksoinfekeji pokarmowych u
czlowieka mogg by¢ takze laseczki CI. perfrin-
gens D. Poglad ten, przez wiele lat malo po-
pularny, niedawno zyskal poparcie w wynikach
badan Uemury i Skjelkvale (67), wskazujacych
na aktywnos¢ enterotoksynogenng tych beztle-
nowcoHw,

Rezerwuary zarazka

Beztlenowce Cl. perfringens sg szeroko roz-
powszechnione w 2 biosiedliskach tj. w prze-
wodzie pokarmowym cziowieka i zwierzgt (24,
32, 50) oraz w ziemi (34). Bakterie te moga
przedostawad sie juz przyzyciowo z przewodu
pokarmowego do réznych narzagdéow organizmu.
Proces ten, okreslany przez Genigeorgisa (16)
jako infekcja endogenna, jest tylko zwyklym,
bakteryjnym zanieczyszezeniem tkanek (wobec
braku objawéw zakazenia). Ostatecznie wiec
przy rozwazaniu wystepowania beztlenoweow
w produktach zywnosciowych (zwierzecych),
mozna wyroznié 2 zrédla tych zanieczyszezen
tj. z jelit (endogenne) i z ziemi (egzogenne).

W kontek$cie tych spraw odzywa znowu da-
wne zagadnienie, czy pierwolny rezerwuar
tych bakterii stanowi przewod pokarmowy, czy
tez ziemia. Obecnie przewaza poglad uznajgey
dominujgeq role flory jelitowej we wiérnym
zanieczyszezaniu ziemi. Przemawiaja za tym
badania nie wykazujgce na ogél laseczek CI.
perfringens w prébkach nienawozonej ziemi,
np. pochodzgcej z pustyn (34, 35).
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Przeprowadzone badania nad iloSciowsg za-
warto§cia zarazka w kale ludzkim daly dosé
rozbiezne wyniki. Srednie bowiem ilosci spor
u badanych 0sdb wynosily w Anglii 10%/g (25)
i Australii 10%/g (59), podczas gdy w Kanadzie
2,5X10%—6,3X108/g (4) oraz w Japonii 105/g
(2). Niewykluczone, Ze powyzsze odchylenia sa
w pewnym stopniu rezultatem odrebnosei sys-~
temdéw odzywiania sie ludzi w tych krajach.

Przebadano réwniez rozpowszechnienie CL.
perfringens w kale zwierzecym (63). Beztleno-
wece te stwierdzono w 88% u kurczat, w 80%
u bydla i w 89% u bydla podgatunku ,,zebu”. U
kurczat ilosé¢ bakterii dochodzila do 10Y/g, u
bydla 3,2X10%g, a u ,,zebu” wahala sie od 103
do 1,6X108/g. W badaniach Bryana (8) liczba
stwierdzanych laseczek w kale bydla, owicc,
§win i kurczat wynosila od 10% do 10%g. U
psow i kotéw osiagala natomiast koncentracje
108—10%g (16).

Mozliwo§é przechodzenia laseczek CI. per-
fringens z jelit do systemu zyly wrotnej i ogol-
nego krwiobiegu jest juz dowiedzionym fak-
tem. Odno$ne beztlenowce najczesciej wykazy-
wano w watrobie zdrowych zwierzat (8, 49)
oraz czlowieka (55, 68). Rzadziej wystepowaly
one w miesniach, wezlach chlonnych krezki, w
nerkach i §ledzionie zdrowych kréw, owiec, a
takze $win (9, 10, 41, 42, 43). Podkresli¢ przy
tym nalezy, Zze rozpowszechnienie beztlenow-
cow, w aseptycznie pobranych prébkach z we-
ziow chlonnych krezki i miesni filaréw prze-
pony, bylo nizsze niz 3%, przy koncentracji
tych zarazkow <C10!/g tkanek, co wskazuje na
wzglednie niska ekstensywnos$é i intensywnosé
odnoénych, bakteryjnych zanieczyszezen (36).

Intensywnos$¢ endogennych zanieczyszezen
tkanek wzrasta u zwierzat nie glodzonych oraz
nie wypoczetych przez 12—24 pgodzin przed
ubojem (10, 43). Wskaznik ilodci zarazka w je-
litach, a tym samym i w tkankach, zalezy takze
od warunkéw tfransportu zwierzat (5). Osiggal
on wyzsze wartosci przy przewozie kolejowym
niz samochodowym (P <C0,05), a takze wzra-
stal w suche dni, a spadal w okresie deszezow
(P << 0,01).

Dane co do rozpowszechnienia enterotoksy-
nogennych szczepdw Cl. perfringens A sg dosé
skape. Poczatkowe obserwacje Yasukawy i
wsp. (69) wskazywaty na ich sporadyczng obec~
nos¢ w tresci jelitowej czlowieka. Ostatnio jed-
nak Uemura (64), stosujge specjalng metodyke,
wykazal, ze az 35% tych szezepow wytwarzalo
enterotoksyne w koncentracji powyzej 0,i ng/
/ml hodowli. W przypadku bydla wskaznik wy-
stepowania enterotoksynogennych laseczek byl
jeszeze wyzszy i wynosil 68% (63).

Szezepy enterotoksynogenne indukuja pow-
stawanie w organizmie swoistych, lecz bez
wiasciwosci ochronnych, przeciwcial. Antyen-
terotoksyny stwierdzono u 85% mieszkaneéw
Brazylii i 65% z USA (65). Co wigcej, poziom
tych przeciwcial byl na ogdl stabilny, co zda-
niem Uemury i wsp. (60) sugeruje ciggle pro-
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dukowanie enterotoksyny w przewodzie pokar-
mowym czlowieka. Podkresli¢ przy tym nalezy
pewna korelacje pomiedzy stezeniem przeciw-
clal we krwi, a liczha komérek Cl. perfringens
w kale. Ilo§¢ beztlenowcow, przy mianie an-
tyenterotoksyn > 100, przekraczala zwykle
koncentracje 103/g kalu (5).

Rezerwuary laseczek Cl. perfringens C nie sg
jeszcze blizej poznane. Zawsze jednak w przy-
padkach ,enferitis mnecroticans” stwierdzano
niehigieniczne warunki przechowywania suro-
wego migsa i jego przetwarzania. Biorac pod
uwage rozpowszechnienie serotypu C wydaje
sige. ze zwierzela slanowia glowne ich zZréodio

(37).
Patogenerza i przebieg zairué pokarmowych

Schorzenie wystepuje zwykle po spozyciu
potraw miesnych, mlecznych lub jarzyn, pod-
danych poprzedniego dnia zabiegowi termicz-
nemu (gotowanie, pieczenie) i nie od razu schlo-
dzonych. W utlenionym na skutek procesu ter-
micznego i powoli stygnacym Srodku spozyw-
czym stworzone zostaja korzystne warunki do
rozwoju i sporulacji tych bakterii, ktére prze-
trzymaly dzialanie wyzZszej temperatury. Zwig-
zany z przygotowaniem zywnos$ci ,,szok termi-
czny”’ jest czynnikiem pobudzajacym kieltkowa-
nie i sporulacje (24, 31, 64). W rozwijajgcej sie
hodowli moze dochodzié¢ do wytworzenia, jako
etiopatogenetycznych czynnikéw, enterotoksy-
ny (zatrucia glownie na tle Cl. perfringens A)
oraz toksyny beta (intoksykacje wywolane przez
Cl. perfringens C). Ostatecznie jednak o wysta-
pieniu schorzenia decyduje wtorne namnozenie
ste zarazka w jelitach cienkich z wytworzeniem
Lin situ” tych toksyn,

Przebieg kliniczny oraz zejScie procesu cho-
robowego zalezg od serolypu bakterii. Wedlug
Hobbs i wsp. (24) oraz Halla i wsp. (18) lasecz-
ki Cl. perfringens A powoduja ostre, z reguly
ustepujace w ciggu 8—24 godzin objawy zatru-
cia, zwykle z biegunka, ale najczeSciej bez wy-
miclow (,enteritis acuta”). Zejscia $miertelne
vdarzaja sie rzadko i dotyczg jedynie osobni-
koéw starszych i wyniszezonych.

Daleko cieZej przebiegaja, zwigzane z Cl. per-
Jringens C, zatrucia pokarmowe w formie ,en-
teritis necroticans”. W RFN, jak podali Zeissler
i Rassfeld-Sternberg (71), na ogdlng iloéé¢ 1056
przypadkow nekrotycznego zapalenia jelit (tzw.
wdarmbrand”), zanotowanych od 1946 do 1948
., przebieg fmiertelny stwierdzono w 33,3%.
Przy analogicznym co do etiologii schorzeniu
na Nowej Gwinei (syndrom ,,pig bel”) $mier-
telnosé, pomimo intensywnej terapii, wynosila
35—40%. Jako gléwne objawy choroby stwier-
dzano ostre bole brzucha, krwawa biegunke i
wymioty.

Diagnostyka schorzenia

Podstawowa zasade w nowoczesnej diagno-
styee zatru¢ pokarmowyceh na tie Cl. perfrin-
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gens stanowi dgzenie do wykazania enterotok-
syny i enterotoksynogennych szczepéw w kale
chorych os6b (52). Niskie koncentracje stwier-
dzanej enterotoksyny, wahajace sie zwykle od
0,2 ug do 16 pg/g katu (51, 52), okreslajg skale
wymagan wzgledem czulo$ei metod identyfika-
cyjnych. Sposréd metod biologicznych, odczyn
letalny na myszach zapewnia wykrycie 1,8—3
ug toksyny, podezas gdy $rédskérny na Swin-
kach morskich 0,06—0,0125 pg, a w podwigza-
nych petlach jelit krolikéw zaledwie 6,25 pg
(17, 56, 57, 66). Przydatnosé tych technik ogra-
nicza niewielka ich czulo§é oraz znaczne kosz-
ly uzytych zwierzat (19). Natomiast odczyny
serologiczne 1j. hemaglutynacji posredniej
(HaP), elektroimmunodyfuzji (EID), a czescio~
wo rowniez zeldyfuzji (ZD) posiadajg znacznie
wyzszg czulod¢ i swoisto$é. Najmniejsze kon-
centracje wykrywanej enterotoksyny wynosity
przy HaP 0,00005 ng (17, 66), EID 0,002 pg (17,
39), a ZD 0,3 nug (17, 56).

Na szczegélng uwage zasluguje odczyn im-
munofluorescencji (IF) uzyty do stwierdzania
wytwarzanej $rédkomorkowo enterotoksyny tj.
jeszcze w cytoplazmie laseczek Cl. perfringens
(45, 46). Wedlug Niilo (45, 46) posiada on naj~
wyzszg czulo$¢ 1 pozwala wykazaé¢ odnosny an-
tygen juz w 4 godzinie wzrostu zarazka. Wraz
z wiekiem takiej hodowli maleje jednak kon-
centracja zawartej w laseczkach toksyny i w
10 godzinie ich wzrostu nie jest juz wykrywal-
na.

Epidemiologia

Zalvucia pokarmowe czlowieka, wywolane
przez Cl. perfringens, sg najczesciej nastep-
stwem spozywania gotowanych potraw mies-
nych, podrobéw i soséw, a takie lekko pieczo-
nego miesa (16). Cytowane przez Genigeorgisa
(16) dane z ,National Center for Disease Con-
trol” wskazuja na zwiazek schorzenia w 78,9%
z miesem i produktami miesnymi (mieso wolo-
we 40,6% przypadkow, indycze 24,6%, drobiowe
9% i wieprzowe 3,1%). Niekiedy, gdyz tylko w
5,5%, za wybuch schorzenia odpowiedzialne by-
ly owoce i jarzyny, w 3,5% ryby, a jedynie w
2,3% produkty mleczne. W wiekszos$ci zachoro-
wania dotyczyly oséb korzystajacych z publicz-
nych jadtodajni (49% przypadkéw) oraz szkol-
nych stolowek (22%), a rzadziej z zywienia do-
mowego (16%).

Wedlug danych z USA, najwicksze nasilenie
zatru¢ notowano w okresie od kwietnia do ma-
ja (48% ognisk), mniejsze od czerwea do paz-
dziernika (ogélem 32%) oraz od listopada do
stycznia (21%). Wzgledny spadek czestotliwos-
ci schorzenia w okresie letnim wigzano z przer-
wa wakacyjna, w ktorej nie byly czynne szkol-
ne stoléwki. Ponadto, pewien wplyw posiadala
takze nieche¢ ludzi do spozywania w lecie goto-
wanych potraw (30).

Bryan i wsp. (7) poddali ocenie udzial po-
szczegblnych czynnikéw predysponujgeych do
wybuchu zachorowan w 59 ogniskach ZP. Jako
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podstawowy czynnik, we wszystkich przypad-
kach, wykazano nieodpowiednie temperatury
przetrzymywania zywnos$cl, W 78% zachoro-
wan stwierdzano brak zabezpieczenia wlasci-
wego schladzania pokarméw. Waznym tez
czynnikiem byvlo przygotowywanie positkdw
na dzien lub wiegcej przed spozyciem. W 38%
uznawano za przyczyne niedostateczne pod-
grzanie gotowanych pokarméw. Natomiast tyl-
ko 10% epidemii bylo nastepstwem zanieczysz-
czonych Cl. perfringens surowcow.

Liczba beztlenoweéw Cl. perfringens zawar-
tych w zywnosci, wywolujaee] objawy zatru-
cia, waha sie w dos¢ szerokich granicach tj. od
2X 104 do 10%g produktu (11, 16). Smith (53),
wobec [ragmentarycznosci tych danych, wyra-
za jednak pewne zastrzezenie co do ostatecznej
ilosci komérek bakteryinych, potrzebnych do
spowodowania choroby. Zawsze bowiem nalezy
jeszcze uwzgledniaé akiywnos¢ enterotoksygen-
ng szezepu, ktéra jak wykazano, jest nawet w
przypadku poszczegdlnych komoérek bakteryj-
nych bardzo zroznicowana (45, 46).

Podstawy profilaktyki

Dazenie do uzyskania calkowicie sterylnego
surowca, przy fizjologicznej predyspozycji or-
ganizmoéw zwierzecych do przyzyciowego sa-
mozanieczyszezania swych tkanek mikroflorg
jelitowg w tym i beztlenowcow Cl. perfringens,
jest malo realne (16). Podkresli¢ przy tym na-
lezy, ze ze wzgleddw praktycznych niewielka
ilos¢ tych bakterii (przy braku mozliwosci
wtoérnego namnozenia), nie stanowl jeszcze
bezposredniego zagrozenia tak dla zdrowia kon-
sumenta, jak i trwalosci produktu. Biorge jed-
nak pod uwage, ze liczba enterotoksynogennych
laseczek w Zzywnosci jest podstawsg ich poten-
cjalnej szkodliwosci, nalezy dazy¢ do przestrze-
gania szeroko pojetych zasad prewencji. Naj-
wieksze niebezpieczenstwo stwarzaja niezupetf-
nie sterylne produkty miesne, zbyt wolno schia-
dzane po ich zabiegu termicznym. Stusznie stad
postuluje sie, zeby duzZe porcje gotowanego
miesa, rosoly, sosy itp. byly doprowadzane w
ciggu 2—3 godzin do temperatury << 10°C. Na-
tomiast przy przechowywaniu posilkow zaleca-
ne sg temperatury <<5°C lub > 60°C (186).

Duze bloki miesa, uprzednio zamrozone, po-
winny byé¢ catkowicie odmrozone przed goto-
waniem. Jest to szczegdlnie wazne przy przy-
rzadzaniu miesa indyczego, w ktérym zbyt wol-
no jest osiagana wiasciwa temperatura wew-
netrzna tj. > 74°C (7).

‘Przechowywane, a uprzednio gotowane po-
sitki, bezwzglednie wymagaja ponownego za-
gotowania przed spozyciem. Szereg bowiem en-
terotoksynogennych szczepow Cl. perfringens
przezywa proces ogrzewania w temperaturze
< 100°C.

Specjalng uwage nalezy poswiecié potrzebie
odrebnodci sprzetu i wyposazenia do przewozu
surowcéw 1 gotowych produktéw zywnoscio-
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Wych. Jest to jedna z wazniejszych, lecz mnie]j
docenianych, ogélnych zasad profilaktycznych.
Redukcje liczby Cl. perfringens w rézmych

_surowcach, glownie miesnych, mozna uzyskac

poprzez konsekwetne przestrzeganie zasad sa-
nitarnych przy transporcie i przygotowywaniu
zwierzat do uboju oraz rozbidrce tusz migsnych.
Czlowiek, jako powszechny nosiciel i siewca
Cl. perfringens, powinien by¢ réwniez obiek-
tem duzej uwagi, tym bardziej, ze wyelimino-
wanie tego zrodla zanieczyszczenia produktow
zywnodciowyeh weale nie jest latwe.
Reasumujac nalezy stwierdzié, e ogranicze-
nie tych ciggle aktualnych zatrué¢ pokarmo-
wych wymaga wzrosiu okreslonej $wiadomosci
konsumentéw oraz przestrzegania higieny tech-
nologicznej, a takze osobistej pracownikow,
zatrudnionych przy wytwarzaniu zywnosci.
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ZOFIA PORADZISZ, JANINA SAWICKA

Przydatno$¢ metody toluidynowej do oznaczania

zawartosci laktozy w mleku kréw

Z Zespolu Przetworstwa i Oceny Suroweéw Zwierzecych Insiytutu Hodowli
i Technologii Produkcji Zwierzecej AR w Krakowie

Odznaczanie zawartosci laktozy w mleku
krow jest czesto wykonywane w laboratoriach
przemyslu mleczarskiego oraz spozywczego, a
ostalnio znalazlo réwniez zastosowanie w diag-
nostyce standw zapalnych wymienia. Poziom
Jaktozy w mleku jest zdaniem Rennera (7)
miernikiem stanu zdrowotnego wymienia i moz-
na go stosowac jako test diagnostyczny.

Stosowana dotychezas do oznaczania zawar-
tosci laktozy w mleku redukcyjna metoda Ber-
tranda (6) jest bardzo czasochlonna i dos¢
kosztowna ze wzgledu na duze zuzycie odczyn-
nikéw. Analizatory automatyczne typu IRMA,
Mini-IRMA lub Milko-Scan z powodu wyso-
kiej ceny nie sa jeszcze w naszych laborato-
riach powszechnie dostepne. W zwigzku z tym
istnieje potrzeba wprowadzenia szybkiej, do-
statecznie dokladnej 1 taniej metody oznacza-
nia zawartosci laktozy w mleku krowim.

Warunki te spelniaja metody fotometrycz-
ne. Sg one oparte o pomiary ekstynkecji barw-
nego produktu kondensacji glukozy z o-tolui-
dyng w $rodowisku kwasu octowego lodowate-
20. Reakcje kondensacji z pierwszorzedowymi
aminami aromatycznymi, z ktérych najodpo-
wiedniejszg okazala sie o-toluidyna, wykorzy-
stali do oznaczania zawartosci glukozy w ply-
nach ustrojowych Ek i Hultman (2) oraz Hult-
man (3). Metode te stosuje sie do dzis w la-
boratoriach klinicznych (1, 4, 5).

Steiger i Schulze (8) przystosowali te meto-
de do oznaczania laktozy w malych prébkach
mleka np. u loch i drobnych zwierzat labo-
ratoryjnych, po zhydrolizowaniu laktozy do
glukozy.

Praca niniejsza miala na celu zbadanie moz-
liwodci zastosowania metody toluidynowej do
seryinych oznaczen zawartodci laktozy w mle-
ku krow oraz sprawdzenia jej dokladnoéel
1 powtarzalnoscei.

Materiat i metody

W 170 probkach pelnego mleka krowiego oznacza-
no zawartos¢ laktozy rownolegle metoda redukeyi-
ny Bertranda i metoda toluidynowa, W 85 prébkach
(wariant A) stosowano metode toluidynowa wedhus
Steigera i Schulze (8), a w pozostalych 85 (wariant B)
zwick<zono 5-krotnie ilo$é mleka oraz wszystkich
storowanych odezynnikéw., W wariancie B chodzilo
o zwiekszenie dokladnosci oznaczania laktozy. Wiek-
cza ilo$¢ mleka powinna daé zmnieiszenie cie bladu
pomiaru ovaz czasu wykonania oznaczenia, gdy:z lai-
wiej jest odmierzyé wieksza probke do znalizy. Przy
badeniu mleka kréw zwiekszenie préblki nie od-
frywa wiekszej roli. W o metody vodano w na-
wiasach zmoedyfikowane iledei mleka i cdezynnikow
w metodzie okreslonej jako wariant B.

Do préobéwek wirdwkowyeh zawierajacyech npo 1.0
ml (lub 5.0 ml) 3% w/v ® kwasn trojchloroactnweso
odimierzano mikropipeta po 002 ml (Jub 0.1 ml) mle-
ka I po wymieszaniu edwircwywano stracone bialko.
Do oznaczenia zawartodei laktozy uzywano 0,5 mlklg-
rownego plynu znad oradu. Do $lepej préby uivtoe
1.0 ml (dub 50 ml) kwasu tréjchlorcoctoweso 1 0,02
ml (lub 0,1 ml) wedy destylowanej. a dn kontrol-
nej 1.0 ml (lub 5,0 ml) kwasu trdjchlornoctowego
i 002 (lub 01 ml) 5% roztworu chemicznie czysiei
laktozy. wy<uszonej w temperaturze +105°C, w 0.2%
wodnym roztworze kwasu benzoesowego.

Dal-zy tok postepowania jest dla obu wariantéw
iednakowy: do wysokich probéwele laboraioryinych
peiemnasei 15 — 20 ml odmierzano po 3.5 ml od-
ceynnika toluidynowezo 1 po 0.5 ml klarownego ply-
nu znad osadu po odwirowaniu z kwasem trdjchlo-
reoctowym.

Odczynnik toluidynowy sporzgdzanme w nastepuia-
cy spos6b: w 940 ml kwasu oclowero lodowatego
rozpuszcezeno 1,5 g tiomoeznika i dodano 60 ml o-
-loluidyny. Wszystkie stosowane odezynniki muszg
by¢ cz. d. a. szczegdlna uwage nalezy zwréeié na
czystodé 1 Swiezosé o-toluidyny.

Po wymieszaniu obu skladnikéw wstawiono pro-
bowki do laini wodnej o temperaturze wrzenia, w
ktérej pozostawiono je przez 10 min, Nastepnie schia-
dzano probowki w wodzie z lodem, przencszono do
statywow i po uplywie 20 min. oznaczano ekstynk-

’} 3 g kwasu trdjchlorooctowezo w 10 ml roztwory,
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