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wiorygodność wyników odczynu immunoftuorescencii (i{)

w zoleżności od meiody wslępnego nomnożonio połeczek
So/mon ella w mięsie
woJskowy ośrodek Naukowo-Badawczy

Służby weterynaryJnej

Diagnostykę pałeczeł< Salmonella w produk-
tach spożywczych za pomocą odczynu if prze-
prowadzano dotychczas stosując bądź mikro-
skopię preparatów bezpŃrednio z badanych
prób, bądź wstępną hodowlę na pożywkach
namnażających. Bad,ane próby inkubołvano
stosując różne modyfikacje namnażania oraz
różne parametry czasu i temperatury.

Uzyskiwane rezultaty nie dawały podstaw
do stwierdzenia, kt6ta z modyfikacji hodowli
w połączeniu z odczynom if daje najwięcej wy-
ników pozytywnych.

Łarionow i wsp. (8) wykr5zwaii pałeczki Sol-
monella w mięsie robiąc mikroskopię odcisków
badanego materiału (nrtięśni, węzłów chłonnych
i narządów) na sztkiełkach podstawowych i na-
stawiając odczyn If bez wstępnej hodowli. Wy-
krywali oni o 25% więcej pałeczek odczynem
if niż metodą ,posiewów bakteryjnych.

Archangielskij i Kartachowa (1) badali mle-
ko sztucznie zakażone pałeczkami Salmonella.
Stosując mikroskopię odwirowanego osadu
otrzymali zadowalające wyniki przy wykrywa-
nil znacznych zŃażeń (105 hakterii w 1 m1),
natomiast przy zakażeniach niewielkich (tO'
w 1 mI), dopiero po wstępnym namnożeniu
próbek.

Rotow i Stiebljak (12) uzyskiwali dobre re-
zultaty przy wykrywaniu pałeczek Salmonella
w tzw. podhodowlach próbek mięsa przetrzy-
mywanych w termostacie w temp. 37'C w
czasie 24 godz. bez dodawania pożywek. Na-
stępnie z próbek tych wykonywali rozmazy,
zalewali błrlionem odżvwczym i lprzetrzvmy-
wali w łaźni wodnej dalsze 3 godziny, a dopie-
ro pot,em wykonywali odczyn if.

Georgala i Boothroyd (2) stosowali wstępną
hodowlę próbek mięsa surowego na bulionie

metodach były zbliżcłle.
Metodą wstępnej hodowli badanych próbek

na podłożach namnażających a następnie od-
czynem if posługiwali się również Silliker
i wsp. (13), Haglund i wsp. (5), Ginsburg i Pa-
narina (4), Mierzejewski (10), Skoczek i Mie-
rzejewski (14) uzyskując podobnie zado,walają-
ce wyniki wykrywania pałeczek Salmonella,

Tak więc w większości badań, w ł<tórych
stosowano o,dczyn if próbki środków spożyw-
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5. Hodowla próbki mięsa na podłożu Miiller-Kauf-
fmana w temp. 3?oC w ciągu 24 godz.

6. Hodowla próbki mięsa na pcdłożu M0ller-Kauf-
fmana w temp. 43oC w ciąEv 24 Eodz.

7. Ponad rię doświadczeń,
w których rednio z badanego
mięsa bez i traktowano Je
konjugatą

ANDRZEJ SKOCZEK

czych badanych w kierunku na pałeczki Sol-
monella namnażano wstępnie ióżnymi metoda-
mi. Według Georgla i Boothroyd (2), Sillikera
i wsp, (13) oraz własnych obserwacji jakorść
wyników w odczynie if. zależy w dużej mierze
od doboru metody wstępnego namnażania ba-
danych bakterii.

W o,becnej pracy postan,owiono dokonać wy-
boru m,etody wstępnego namnażania pałeczek
Salmonella dla uzyskania jak najbardziej wia-
rygodńych wyników przy ich wykrywaniu od-
czynem if. Wstępne namnażanie prowadzono
zarówno bezpośrednio w badanych próbkach
mięsa, jałk i na.pożywkach bakteryjnych.

Materiał i metody
Do badań użyto:
1. Konjugatę z surowicy diagnostycznej aglutynu-

jącej dla antygenu Salmonella BO prod. Biomed -Kraków.
Surowicę 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 paratgphi, B nr ?3
z kolekcji Instytutu Weterynarii w Puławach.

3. Surowe mięso wieprzowe (schab).
Jednorodną porcję mięsa podzieloną na części za-

mrażano w temperaturze - 10oC. Tak przygotowane
mięso używano we wszystkich doświadczeniach. Przed
badaniem próbki mięsa rozmrażano, homogenizowano,
dzielono na porcje po około 20 g i zakażarlo zawie-
siną bakterii od 10o do 103 w 1 ml w płynie fizjo-
logicznym. Zawiesinę przygotowywano ze spłuczyn
z4-godzinnych hodowli agarowych ustalając gęstość
wg skali Mc Farlanda. Do próbek kontrolnych za-
miast zawiesiny bakteryjnej wprowadzono jałowy
płyn fizjologiczny.

Przeprowadzono badania porównawcze następują-
cych metod wstępnej hodowli pałeczek Salmonella:

1. Podhodowla w tozmazach w temp. 37oC w ciągu
3 Eodz.

2. Podhodowla w
w ciągu 7 godz.

3. Podhodowla w
w ciągu 18 godz.

4. Podhodowla w
w ciągu 24 godz.

próbce mięsa w temp. 37oC

próbce mięsa w temp. 37oC

próbce mięsa rv temp. 37oC
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czasu, po czym robiono z nich tozmazy do odczynu if.

Wyniki i omówienie
Wyniki uzyskane we wszystkich seriach do-

świadczeń zebrano w tab. 1.

Tab. 1.'Wyniiki uryi<ąłw,al,n,ośoi patecrzek Salmonel,ta
odazynrern tif pnzy sbosrowanntiu różnych rnetod wsńępnego

4

5

6

56,s%

45,6%

24,4%

23,2%

8,1%

I,3%

55,6%

wykrywalności pałeczek Salmonello. Dużo lep-
sze wyniki osiągali oni po namnazaniu pałeczek
w próbach mięsa w czasie 24 godz. w te,mp.
37"C i wyko,naniu z tych prób podhodowlli in-
kubowanych przez dalsze 3 godz. Metoda ta
przed)użała jednak wykonanie odczynu if do
27 godz.

W podhodowlach pałeczek w próbach mięsa
(dŃ. 2, 3, 4) w zależnŃci od czasu inkubacji
uzyskano od 54,4010 do 76,8% wyników popra-
wnych. Tak więc rprzedłużenie czasu inkubacji
zwiększało procent wykrywalności pałeczek
Sąlmonella. Podobnie Pritulin (9) przedłużając:
czas inkubacji pałeczek w narządach i tkan-
kach padłych zwietząt z 1 do 7-9 godz. uzys-
kiwał o około 309o wzrost wvkrvwalności.

Ohraz mikroskopowy T ozmazów w/konywa-
nych z inkubowanvch próbek mięsa oraz po,d-
hodowli na ,bulionie wykazywał obecnŃó nie-
licznych typowych pałeczek świecących na + +
jak również l:"trczniejsze nietypowe formy pałe-
czek nie stwierdzane w obrazie kontrolnym.

Stosując namnażanie wstępne na podłożu
Mriller-Kauffmana w temp. 37"C w czasie 24

niejszymi własny,mi (14).
O stosowaniu podłoża Miiller-Kauffmana do

namnażania pałeczek Salmonella i wykrywa-
nia ich odczynem if wypowiedzieli się krytycz-
nie Archangielsl<ij i Kańachowa (1). Według
nich dużą przeszkodą w stosowaniu tego pod-
łoża jest świecenie tła preparatów zabarwio-
nych zielenią brylanto,\Mą znajdującą się w po-
żywce. W badaniach własnych nie zau,ważono
istotnego wpływu o' ecnŃci zielenii brylante
wej na jakość odczytów mikroskopowych. Ob-
raz m,ikro.skopowy w5/ko,nanv z tego podłoża
wykazy,,ł,ał typowe formy pałeczek Salmonella
z obecnoŚcią swoistej fluorescencji (jasno zie-
lonego świecenia otoczki wokół komórki) o in-
terrsywnośei określonej na * * *. Obrazy kon-
trolne wykonane z hodowli nie zakażonego
nrięsa nie wykazały bakterii swoiście fluory-
zujących.

Najwyższy procent 11zynił<ów pozytywnych
uzyśkano przy inkubacji hodowli w temp. 43'C
(dośw. 6). Również Georgala i Boothroyd (2, 3)
inkubując próbki rnięsa w tej temperaturze na
po,dłożu seleninowym uzyskali dobre rezulta-
ty. Tak więc temperatura 43oC niezależnie od
stosowanego podłoża namnażająoe,go wydaje
się być optymalną dla namnażania pałeczek
Salmonella. Podobnie Kafel (6) poleca stosowa-
nie tej temperatury do namnażania pałeczek
Salmonella.

Ryc. 1 przedstawia zależność stopnia wy-
krvwalności pałeczek salmonella przv użvciu
odczynu lf od ich liczby wprowadzonej do
mięsa.
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Ryc. 1, zależność stopnia wykrywalności pałeczek salmo-
nella przy użyciu odczynu if od liczby pałeczek Wprowadzo-

nych do mręsa.
x - iiczba pałeczek wprowadzonych alo mięsa, Y - ltczba
wynikóW pozytywnych, 1-7 numery doświadczeń patrz ,,Ma-teriał i metody".
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Jak wynika z ryc. 1, wraz ze wzrostem
liczby pałeczek wprowadzonych do mięsa,zwię-
kszała się ich wykrywalnŃć odczynem if w
po,dhodowli pałeczek w próbce m,ięsa (dośw. 3)
i w rozmazie bezpośrednirn (dośw. 7), W po-
zostałych doświadczeniach nie stwierdzono wtr-
raźnego wpływu wielkości żnoculum na wy-
krywalność pałeczek Salmonella

Uzyskane wyniki wskazują, że przy wykry-
waniu zakażeh mięsa pałeczkami Salmonella
optymalną metodą jest wstępne namażanie ba-
danych próbek na podłożu Miiller-Kauffmana
w temperaturze 43oC w czasie 24 godzin a do.-
piero potem stosowanie odczynu if.

Wn,ioski
1; Stwierdzono, że wykrywalność pałeczek

Salmonellq. w mięsie przy użyciu odczynu if
zależy od doboru metody wstępnego ich nanr-
nażania.

2., Najwyższy procent wykrywalności w mię-
sie pałeczek Salmonello uzyskuje się po nam-
nożeniu wstępnym w płynnym podłożu Mtiller-
Kauffmana w temp, 43'C w czasie 24 godz.,
a następnie stosowaniu odczynu if.

3. Przedłużenie czasu inkubacji pałeczek
Salmonella bezpośrednio w próbkach mięsa
zwiększa do pewnego stopnia ich wvkrywal-
ność za p,omocą odczynu if.

4. Nie stwierdzono całkowitej zalezności
między stopniern zakażenia mięsa pałeczkami
Salmonella a częstością ich wykrywania za po-
mocą odczynu if.
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Biulletin Office International des Epizooties, tome
LXIII, numóros 5-6, mai-juin 1970. Biuletyn Między-
narodowego Biura Epizootlcznego, tom LXIII, ,nurneT
5-6 maj - czerwiec 1970 r.

tSpis treści:
1. Dokumenrty oficjail,ne Biura
2. Prace oryginaline
3. Epizootio1o8ia
4. Doktrrnenty i inne lnforimacje
5. Sytuacja epizootyczna w świecie.
Ad. 1. W czasieXXXVIIISesjiGeneralnej OIE, któ-

ra odhyła się w Paryźnr vł dniach 25-30 rnaja 1970 r.
stanowisko Prezy,denńa OIE na okres od rnaja 19?0 r.
do maja 19?3 r. powierzb,no dr H. Oberfeldowi przed-
stawicielowi Fo,lsrki.

Ad. 2. Auge de Mello P.. HonĘrna,n M. N,, Fer,nan-
des H. V., Gormes I., Panamerykańsikie Centruim Prysz_
czycy w alrtykule pt. ,,Dailsze i,nformacje nad przeży-,w,alnością u bydła zmody,fiik,owanego wirusa prysz-
czy,cy" (j. ang. str. 489-505) przed§tawili dane ,nad
przeżywafinością wirusa pryszczycy u by,dła szczepio-
,nego żyrwą zmodyfikowaną szczepionką prze,ciwprysz-
czycową. Do badań używano szczepionkę biwa,trentną
o,partą o zaad,a,ptowany d6 j,aja kurzeg6 (92 pasaże)
wi,rus pryszczycy typu A podĆypu 1LŻ4 otaz wirus
pryszczycy zaadaptowany do królika (typ C, podtyp
C3 szcze,p Resende). Badania przeprowadzono na g4
krowach w wieklu 18-24 ,rnies. u któryoh nie wystę-
powały swois,te przeciw,ciała przeciw{ko typom A i C
wirusa prys,zczy,cy. §ąrdąrn€ sżŁu!<i zaszczepiono dwru-
krotnie (grupa I - 0 i 180 dnia, zaś grupa II - 0 i 30
dnia) badaną szczepionką. Ponad|to włączono do bardań
grupę krów n,ieszczepionych pozostających w ścisłym
kontakcie ze sztukami szczepiony,mi. Popłuczynę prze-
łykowo-Bar,dzieil,ową pobierano od sztulk badany,ch je-
d,en raz w miesiącu przez okres 300 d,ni. Badania wy-
kazały, że wirus pryszczycy wyizolowano na hodowli
tkantkowej BK II z popłtr,czylny przełyk,owo-gardzie1o-
w.ej o,d 70 z 94 szczelpion}łch sztuk, Wirus typu A

25o

wyizolowan6 jedynie od jed,nej sz,tu]ki 90 dnia po za-
każeniu. Nie izorlowano go ni,gdy od sz,ttrk nieszczepio-
ny,ch pozostających w ścisłym kontal<cie ze sztuil<ami
5zcze,pionymi. Typ C wirusa pryszczycy izolowano do
270 dnia od sztuk szczepionych i do 240 dni od sztuk
nieszczepionych. Wi{kszy odsete{k wtlników dodatnich
uzyskano stosując do izolacji wirusa zakażanie myszek
w wieku 5-7 dni życia. Izolowanie wirus3 z orga-
nizmu sztutk ,nieszczepionych przy braku przeciwciał
w sł.rrowicy wskazuje na ich zakaźanig dat,iką wirusa
niewystarczaj,ącą d,o pobutdzenią organizrnu do pro-
dufl<cji przeciwciał.

Fe,r,nandez A, A., Fernandes M. V,, Panameryikań,skie
Centr,ulm Pryszczy,cy w pracy pt, ,,DoświadezŃne za-
każonie owiec wirusem pryszczy.cy" (j. an8. str. 507-
520) ornó\i/ili wynilki badań nad rozmieszczeniem zmian
olgóInych i miejscowych u owiec zakażonych wiruserm
prysz,czy,cy typu O/Vallee, podttyp 01, szczep Caseros).
Bada,nia prze,r,owadlzorno na 170 owcach w wieł<u 9-12
miesię,cy zakażonych ,do nabłornka języ]ka zjad]liwym
szczepem wirusa pryszczycy. Szczep Caseros, silnie pa-
togenny dla świń i krów zaadoptował się do organi-
zmu owiec po sze,ściu pa,sażach. U wszystikich zakażo-
nych owiec po 48 godzinach po zaikażeniu wysńępo-
wała wirem,ia, zaś u 97;4% sztuk wystątpiły typowe
zmiany ,na racicżkach.

Crandell R. A., Gomes I., Panamerykańskie Cen-
trum Pryszczycy w ar,tyku,le pt. ,,Dalsze badania ,nad
lmarkerami wiru,sa pryszc:zycy" (j, ang. s r, 5211-533)
om,ówiti zmiany jalki.e zachodzą w wirusie p|ryszczycy
pod działanieim temperatury, PH oraz po pasaźach
przez krowy. Atetnuowa,ne i zjad]Iiw,e szczepy typ,u A
podtypu A24 i typu C różnią się pomiędzy sobą
swois,tymi gene,tycznymi markerami. wirusy stosowa-
ne do prod,utkcji szczepioneł< prrzeciwpry,szczycowych
zmodyfikowa,no na drodze pasażowania przez zarodki
kurze. Wirusy ,,reak,tory" izolowano od krów szczepio-
nych szczepion]karm,i zawierającymi zmlodyfikowane


