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ANDRZEJ SKOCZEK

Wiarygodno$é wynikéw odczynu immunofluorescencii (if)
w zaleznosci od metody wstepnego namnazania pateczek
Salmonella w miesie

Wojskowy Osrodek Naukowo-Badawczy
Stuzby Weterynaryjne]

Diagnostyke pateczek Salmonella w produk-
tach spozyweczych za pomocg odczynu if prze-
prowadzano dotychczas stosujgc bgdz mikro-
skopie preparatéw bezposrednio z badanych
prob, badz wstepna hodowle na pozywkach
namnazajgcych. Badane préby inkubowano
stosujgc réine modyfikacje namnazania oraz
rozne parametry czasu i temperatury.

Uzyskiwane rezultaty nie dawaly podstaw
do stwierdzenia, ktéra z modyfikacji hodowli
w polgczeniu z odezynem if daje najwiecej wy-
nikéw pozytywnych.

Larionow i wsp. (8) wykrywali pateczki Sal-
monella w miesie robigc mikroskopie odciskow
badanego materialu (mie$ni, wezléw chtonnych
i narzadéw) na szkietkach podstawowych i na-
stawiajgc odezyn if bez wstepnej hodowli. Wy-
krywali oni o 25% wiecej paleczek odczynem
if niz metodsg posiewdéw bakteryjnych.

Archangielskij i Kartachowa (1) badali mle-
ko sztucznie zakazone paleczkami Salmonella.
Stosujge mikroskopie odwirowanego osadu
otrzymali zadowalajace wyniki przy wykrywa-
niu znacznych zakazen (10° bakterii w 1 ml),
natomiast przy zakazZeniach niewielkich (102
w 1 ml), dopiero po wstepnym namnozeniu
probek.

Rotow i Stiebljak (12) uzyskiwali dobre re-
zultaty przy wykrywaniu pateczek Salmonella
w tzw. podhodowlach prébek miesa przetrzy-
mywanych w termostacie w temp. 37°C w
czasie 24 godz. bez dodawania pozywek. Na-
stepnie z proébek tych wykonywali rozmazy,
zalewali bulionem odzywezym i przetrzymy-
wali w laZni wodnej dalsze 3 godziny, a dopie-
ro potem wykonywali odczyn if.

Georgala i Boothroyd (2) stosowali wstepna
hodowle prébek miesa surowego na bulionie
seleninowym inkubujac posiewy 18-24 godz.
w temp. 43°C i nastepnie nastawiajge odezyn
if. Jednoczesnie przeprowadzali badania tych
samych probek dotychczas przyjeta metoda po-
siewéw bakteryjnych. Wyniki uzyskane w obu
metodach byly zblizone.

Metodg wstepnej hodowli badanych prébek
na podlozach namnazajgcych a nastepnie od-
czynem if postugiwali sie rdéwniez Silliker
i wsp. (13), Haglund i wsp. (5), Ginsburg i Pa-
narina (4), Mierzejewski (10), Skoczek i Mie-
rzejewski (14) uzyskujge podobnie zadowalajg-
ce wyniki wykrywania paleczek Salmonella.

Tak wigc w wiekszo$ci badan, w ktorych
stosowano odczyn if probki Srodkéw spozyw-
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czych badanych w kierunku na paleczki Sal-
monella namnazano wstepnie réznymi metoda-
mi. Wedlug Georgla i Boothroyd (2), Sillikera
i wsp. (13) oraz wlasnych obserwacji jakosé
wynikow w odczynie if zalezy w duzej mierze
od doboru metody wstepnego namnazania ba-
danych bakterii.

W obecnej pracy postanowiono dokonaé wy-
boru metody wstepnego namnazania paleczek
Salmonella dla uzyskania jak najbardziej wia-
rygodnych wynikéw przy ich wykrywaniu od-
czynem if. Wstepne namnazanie prowadzono
zar6wno bezpoérednio w badanych prébkach
miesa, jak i na pozywkach bakteryjnych.

Materiat i metody

Do badan uzyto:

1. Konjugate z surowicy diagnostycznej aglutynu-
jacej dla antygenu Salmonella BO prod. Biomed —
Krakéw.

Surowice konjugowano z izotiocyjanianem fluores-
ceiny wg metody Riggsa w modyfikacji Marshalla
(9) i oczyszczano na kolumnach sephadexowych G-50
(wg 7).

2. Szczep bakteryjny Salmonella paratyphi B nr 73
z kolekcji Instytutu Weterynarii w Pulawach.

3. Surowe mieso wieprzowe (schab).

Jednorodng porcje miesa podzielong na czeéci za-
mrazano w temperaturze — 10°C. Tak przygotowane
mieso uzywano we wszystkich do§wiadczeniach. Przed
badaniem probki miesa rozmrazano, homogenizowano,
dzielono na porcje po okolo 20 g i zakazano zawie-
sing bakterii od 10% do 10° w 1 ml w plynie fizjo-
logicznym. Zawiesine przygotowywano ze spluczyn
24-godzinnych hodowli agarowych ustalajgc gestosé
wg skali Mc Farlanda. Do prébek kontrolnygh za-
miast zawiesiny bakteryjnej wprowadzono jalowy
plyn fizjologiczny. .

Przeprowadzono badania poréwnawcze nastepujg-
cych metod wstepnej hodowli pateczek Salmonella:

1. Podhodowla w rozmazach w temp. 37°C w ciagu
3 godz.

2. Podhodowla w prébce miesa w temp. 37°C
w ciggu 7 godz.
3. Podhodowla w prébce miesa w temp. 37°C

w ciggu 18 godz.

4. Podhodowla w prébece
w ciggu 24 godz.

5. Hodowla préobki miesa na podlozu Miiller-Kauf-
fmana w temp. 37°C w ciagu 24 godz.

6. Hodowla prébki miesa na podlozu Miiller-Kauf-
fmana w temp. 43°C w ciggu 24 godz.

7. Ponadto przeprowadzono serie do$wiadczes,
w ktérych robiono preparaty bezposrednio z badanego
migsa bez wstepnego namnazania i traktowano je
konjugata uzyta do do$wiadezen.

Podhodowle w rozmazach przeprowadzono w ten
sposob, Ze pobrany eza material zakainy umiesz-
czano na szkielku podstawowym, zalewano 1 ml bu-
lionu odzywczego i umieszczano w laini wodnej w
temp. 37°C na okres 3 godzin. Po tym czasie 1 krople

miesa w temp. 37°C
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bulionu przenoszono na inne szkielko podstawowe
wykonujgc rozmaz do odezynu if.

Podhodowle w probece miesa przeprowadzano na-
stgpujgco: badang prébke umieszezano w  jalowej
plytce Petri'ego bez dodatku pozywki i przetrzymy-
wano w termostacie w przyjetym umownie okresie
czasu, po czym robiono z nich rozmazy do odczynu if.

Odczyn if wykonywano metoda beposrednig zale-
wajge utrwalony rozmaz konjugata rozeienczong 1:4.
Preparaty przetrzymywano w komorze wilgotnej przez
30 min,, po czym plukano zbuforowanym pitynem fi-
zjologicznym o pH 7,2. Wysuszone preparaty ogladano
pod immersja w mikroskopie lumineseencyjnym M¥E.-2
stosujac filiry SS-15-2, 8ZS-7, BG-8, filtr okularowy
2 x. okular 5 x i obiektyw 90 x.

Wyniki i oméwienie

Wyniki uzyskane we wszystkich seriach do-
Swiadczen zebrano w tab. 1.

Tab. 1. Wyniki wykrywalno$ci pateczek Salmonella
odezymem if przy stosowaniu réznych metod wstepnego
nammnazania

Odse- Odse-

.. | Ilogé
N —— Ilrrxés:: D ngznif: terl:i- Wynli( tek._
dosw. | inkub.| P Beke | 222y [, Wynis [inega- || wyni
bek . | tywny koéw tywny kow

zakaz. |
| | pozyt. | negat.
1 3 200 160 69 43,1% 91 56,97
2 7 ‘ 200 160 87 54,4% 73 45,6%
3 | 18 200 180 121 75,6% 39 24,4%
4 | 24 | 200| 160 | 123 | 76,85 | 37 | 23,29
5 ‘ 24 200 160 | 147 91,99 13 8,1%
6 24 200 160 158 98,7% 2 1,3%
7 0 200 160 71 44,49 89 55,6%

|

Jak wynika z tab. 1 przy wstepnym namna-
zaniu w bulionie odzyweczym w okresie 3 godz.
w dosw. 1 uzyskano tylko 43,1% wynikéw po-
prawnych. Réwniez Rotow i Stiebljak (12) po-
shugujac sie ta metoda uzyskiwali niski procent
wykrywalno$ci pateczek Salmonella. Duzo lep-
sze wyniki osiagali oni po namnazaniu paleczek
w probach miesa w czasie 24 godz. w temp.
37°C i wykonaniu z tych préb podhodowli in-
kubowanych przez dalsze 3 godz. Metoda ta
przedluzata jednak wykonanie odczynu if do
27 godz.

W podhodowlach paleczek w prébach miesa
(do$. 2, 3, 4) w zalezno$ci od czasu inkubacji
uzyskano od 54,4% do 76,8% wynikéw popra-
wnych. Tak wiec przediuzenie czasu inkubacji
zwigkszalo procent wykrywalno$ci paleczek
Salmonella. Podobnie Pritulin (9) przedluzajac
czas inkubacji paleczek w narzadach i tkan-
kach padlych zwierzat z 1 do 7-9 godz. uzys-
kiwal o okolo 30% wzrost wykrywalnosci.

Obraz mikroskopowy rozmazéw wykonywa-
nych z inkubowanych prébek miesa oraz pod-
hodowli na bulionie wykazywal obecno$¢ nie-
licznych typowych pateczek §wiecgcych na + -+
jak rowniez liczniejsze nietypowe formy pate-
czek nie stwierdzane w obrazie kontrolnym.

Stosujac namnazanie wstepne na podlozu
Miiller-Kauffmana w temp. 37°C w czasie 24

godz. (dosw. 5) stwierdzono pateczki Salmonella
w 91,9% a temp. 43°C (dosw. 6) az w 98,7%.
Uzyskany wysoki procent wykrywalno$ci pa-
teczek Salmonella przy namnozeniu na pod-
lozu Miiller-Kauffmana jest zgodny z wynika-
mi badafh Ginsburga i Panariny (4) oraz wczes-
niejszymi wtasnymi (14).

O stosowaniu podtoza Miiller-Kauffmana do
namnazania paleczek Salmonella i wykrywa-
nia ich odeczynem if wypowiedzieli sie krytycz-
nie Archangielskij i Kartachowa (1). Wedlug
nich duza przeszkodg w stosowaniu tego pod-
loza jest Swiecenie tla preparatéw zabarwio-
nych zielenig brylantowa znajdujacg sie w po-
zywce. W badaniach wlasnych nie zauwazono
istotnego wplywu obecnosci zieleni brylanto-
wej na jako§¢ odczytéw mikroskopowych. Ob-
raz mikroskopowy wykonany z tego podloza
wykazywal typowe formy pateczek Salmonella
z obecnoScig swoistej fluorescencji (jasno zie-
lonego $wiecenia otoczki woko6t komoérki) o in-
tensywnosei okreslonej na + + +. Obrazy kon-
trolne wykonane z hodowli nie zakaZonego
miesa nie wykazaly bakterii swoiécie fluory-
zujacych.

Najwyzszy procent wynikéw pozytywnych
uzyskano przy inkubacji hodowli w temp. 43°C
(dosw. 6). Rowniez Georgala i Boothroyd (2, 3)
inkubujac prébki miesa w tej temperaturze na
podiozu seleninowym uzyskali dobre rezulta-
ty. Tak wiec temperatura 43°C niezaleznie od
stosowanego podloza nammazajgcego wydaje
sie by¢ optymalng dla namnazania palteczek
Salmonella. Podobnie Kafel (6) poleca stosowa-
nie tej temperatury do namnazania palteczek
Salmonella.

Ryc. 1 przedstawia zaleznos¢ stopnia wy-
krywalno$ci pateczek Salmonella przy uzyciu
odezynu if od ich liczby wprowadzonej do
miesa.
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Ryc. 1. Zalezno$é stopnia wykrywalnosci pateczek Salmo-
nella przy uzyciu odezynu if od liczby paleczek wprowadzo-
nych do miesa.

X — liczba paleczek wprowadzonych do migsa, Y — liczba
wynikOw pozytywnych, 1—7 numery do§wiadczen patrz ,,Ma-
terial i metody”.
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Jak wynika z ryc. 1, wraz ze wzrostem
liczby pateczek wprowadzonych do miesa zwie-
kszata sie ich wykrywalno$¢ odczynem if w
podhodowli paleczek w probee miesa (doéw. 3)
i w rozmazie bezpo$rednim (do$w. 7). W po-
zostalych doswiadczeniach nie stwierdzono wy-
raznego wplywu wielkoSci inoculum na wy-
krywalnos¢ pateczek Salmonella. ’

Uzyskane wyniki wskazujg, ze przy wykry-
waniu zakazen miesa paleczkami Salmonella
optymalng metoda jest wstepne namazanie ba-
danych prébek na podiozu Miller-Kauffmana
w temperaturze 43°C w czasie 24 godzin a do-
piero potem stosowanie odczynu if.

Wnioski

1. Stwierdzono, ze wykrywalnos¢ pateczek
Salmonella w miesie przy uzyciu odezynu if
zalezy od doboru metody wstepnego ich nam-
nazania. .

2.» Najwyzszy procent wykrywalnosci w mie-
sie paleczek Salmonelle uzyskuje sie po nam-
nozeniu wstepnym w plynnym podlozu Miller-
Kauffmana w temp. 43°C w czasie 24 godz.,
a nastepnie stosowaniu odczynu if.

3. Przedluzenie czasu inkubacji paleczek
Salmonella bezposrednio w prébkach miesa
zwieksza do pewnego stopnia ich wykrywal-
noé¢ za pomocy odezynu if.

4. Nie stwierdzono catkowitej zaleznosci
miedzy stopniem zakazenia miesa paleczkami
Salmonella a czestoscig ich wykrywania za po-
mocg odczynu if.
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kazeniu. Nie izolowano go nigdy od sztuk nieszczepio-
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togenny dla $win i krow zaadoptowal sie do organi-
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wala wiremia, za§ u 974% sztuk -wystapily typowe
zmiany na raciczkach.

Crandell R. A., Gomes 1., Panamerykanskie Cen-
trum Pryszczycy w artykule pt. ,,Dalsze badania nad
markerami wirusa pryszezycy” (j. ang. str. 521—533)
omoéwili zmiany jakie zachodzg w wirusie pryszczycy
pod dzialaniem itemperatury, PH oraz po pasazach
przez krowy. Atenuowane i zjadliwe szczepy typu A
podtypu A24 i typu C ro6znig sie pomiedzy soba
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nych szezepionkami zawierajgcymi zmodyfikowane



