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MIECZYSLAW RADKOWSKI, STANISLAW KAFEL

Badania poréwnawcze metody kropelkowej i meiody plytkowej

Kocha przy oznaczaniv liczby bakterii w zywnosci

Katedra Higieny Produktéw Zwierzecych Wydzialu Weterynaryjnego AR-T, 10-857 Olsztyn

Podstawa oceny mikrobiologiczne] $rodkow
spozywezych sg wyniki badan zarowno jakos-
ciowych, jak i ilosciowych. Szczegolnie te os-
tatnie odgrywaja wazng role, poniewaz poza
nielicznymi przykladami pewnych bakterii cho-
robotworczych, kiedy to do oceny wystarcza
samo stwierdzenie ich obecnosci w badanej
zywnosei, we wszystkich pozostalych przypad-
kach podstawa wnioskowania i decyzji jest sto-
pien ilosciowego zakazenia produktu. Bowiem
ogolny stan sanitarny zywnosci, trwalose, ce-
chy organoleptyczne oraz zdrowotnosc zalezg
od sumy przemian metabolicznych zwiazanych
zawsze z liczebnoscig mikroflory.

Zakres i czestotliwoseé, a wige operatywnosc
kontroli rutynowej prowadzonej przez labora-
toria zalezy od prostoty i przystepnosci obowig-
zujacej metodyki. Z tych wzgledow duze zna-
czenie przywigzuje sie do metod, ktore w spo-
sob reprezentatywny, a zarazem latwy i szybki
w wykonaniu, pozwalaja na ustalenie stopnia
iloéciowego zakazenia. Sposréd szeregu metod
liczbowego okreslania zywych bakterii tleno-
wych najbardziej rozpowszechnione w rutyno-
wych badaniach sy 3 metody, a mianowicia.
plytkowy posiew zalewowy, plytkowy posiew
powierzchniowy 1 posiew kropelkowy. Meto-
da plytkowa zalewowa jest uzywana w wielu
krajach dla oznaczania bakterii w mleku i pro-
duktach mlecznyeh, w zywnosei mrozonei, chto-
dzonej oraz daniach gotowych do spozycia (2).
Modyfikacja tej metody jest zalecana przez
Miedzynarodows Federacje Mleczarskg do ozna-
czania bakterii mezofilnych w mleku plynnym
i mleku w proszku. Metoda posiewu powierzch-
niowego jest szeroko stosowana w Europie i
zalecana przez International Organization for
Standarization (ISO) dla oznaczania bakteril
w mizssie i produktach miesnych (2). Metoda
kropelkowa nie zostala wprowadzona w Polsce,
ale jest ona stosowana przez liczne laboratoria
w $wiecie, miedzy innymi przez Food Hygiene
Laboratory, Central Public Health Laboratory
w Londynie (2). Posiewy zalewowy i powierzch-
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niowy sa bardzo pracochlonne, co ogranicza ich
stosowanie w kontroli rutynowej. Metoda kro-
pelkowa natomiast wymaga mniejszych nakla-
dow pracy, czasu, energii oraz kosztow na przy-
gotowanie, sterylizacjg i mycie szkla, a takze
mniejszych ilosei pozywelk.

W dostepnym pismiennictwie nie napotkano
prac okreslajgcych wartosc metody kropelko-
wej w stosunku do ogélnie stosowane] w na-
szym kraju metody powierzchniowego posiewu
ptytkowego. W zwigzku z tym podjeto badania
wiasne, ktorych celem bylo poréwnanie badan
ilosciowych uzyskiwanych przy zastosowaniu
tej metody, metody kropelkowe]j oraz metody
kropelkowej wedlug modyfikacji wlasne].

Materiat i metedy

Material do posiewdw stanowily:

a) zhomogenizowane mielone mieso  wolowe zaku-
pione w Zakladach Miegsnych w Olsztyale, naturalnie
zakazone,

b) mleko butelkowe nabywane w sklepie spozyw-
czym, naturainie zakazone,

¢) 24-godzinne hodowle bulionowe szezepdw  bak-
teryjnych uzyskanych z kolekeji Iastyiutu Wetery-
narii w Putawach: Escherichia e¢nli nr 722, Baeillus
cereus nr 1310 i Staphylococcus aureus nr 33.

Zhomogenizowane mieso, mleko oraz hodowle bu-
lionowe odnosnych bakterii rozcieficzano dziesiecio=
krotnie 0,1% woda peptonows i z poszezegblnych roz-
cienczen wykonywano posiewy nastepujgcymi meto-
dami:

a) metoda ptytkowa Kocha (posiew powierzchnio-
wy),

b) metoda krovelkows,

¢) modyfikacia metody kropelkowej 1), w ktorej
zamiast 0,02 ml na odpowiednie pole plytki agarowej
nosiewano pipeta jednomililitrowa 1 krople z danego
rozeienczenia badanego materialu; pipete w czasie
tego posiewu zawsze ustawiano pod katem 45°

Plyiki, na ktérych posiano E. coli, B. cereus i S.
qureus inkubowano przez 24 godziny w temperaturach
optymalnych dla wezrostn fych bakterii (odpowiednio
272 30°, 37°C), natomiast pozostate piytki z pnsiewami
mleka i miesa przez 48 godzin w femperaturze 30°C.
Badania dla kazdego rodzaju proby powtorzono dzie-
sieciokrotnie. Wyniki peddano analizie statystveznei,
wyliczajae érednia arytmetyczna — oraz odchylenie
standardowe. Istolnosé roznie oznaczono testem t-Stu-
denta p<< 0,03 i p<S0.01.
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Tab. 1. Wyniki poréwnawcze roéznych metod ilo$cio wego oznaczania bakterii
Para Liczba bakterii w 1 cm? i
Bad - ] i Istotnosé
m:‘t;?gl metry Metoda plytkowa |Metoda kropelkowa | Modyfikacia metody| réznic
statyst. | A B kropelkowej C
. =+ 1,4 X100 2,7X1010 2,3X 1010 A —B**
Migso xS +2,9X 109 +35.8X109 +3,9X109 A_C**
gaicloge | " 100 192 164 B_—C*
_ 3,3X104 6,0 X104 4,4X10¢ A-—-—-B*
Mleko x;—'s +1,3X10% +1,7X10¢ +1,0X 10 A—C*
" 100 181 133 B—C**
. =+ 7,1X1098 9,9X108 6,5X108 A —B**
E. coli [ 2es +13X10° +1,1X108 +1,2X 108 A—C
f “ 100 139,4 91,5 B—C*
=+ 45X107 5,9X107 5,2X107 A —-B**
B. cereus . +36X107 +42X107 +34X107 A—C
¢ 109 131 115 B—C
_ 4.8X109 4,3%X108 3,7X100 —B
S. aureus e +1.4X108 +1.6 X109 +1.3% 108 A—C¥*
‘ 100 89,5 1 | B—-C*
Cbjasnienia: * — roéznica statystycznle istotna, przy p < 0,05, ** — przy p < 0,01.

Wyniki i oméwienie

Wyniki oznaczen ilssciowych badanych pro-
bek wedlug trzech wymienionych metod zosta-
ly zestawione sumarycznie w tabeli 1. Po obli-
czeniu srednich arytmetycznych dla kazdego
rodzaju proby wyrazono je w ostatecznej for-
mie wartoSciami wzglednymi w stosunku do
kontroli, ktoérg w tych badaniach stanowila me-
toda plytkowa Kocha (A), tj. do liczb bakterii,
dla ktérych wartosei wzgledne réwne sa 100%.
Stwierdzono brak jednokierunkowej zaleznosici
pomiedzy wynikami otrzymanymi z réinych
prob poréwnywalnych metod. W przypadku
kultury B. cereus, mieka i miesa $rednie wyniki
uzyskane metodg kropelkows (E) i metoda kro-
pelkowa zmodyfikowang (C) byly wyzsze od
uzyskanych metoda A.

Przy badaniu kultury S. aureus najwyzsza
$rednig wartosé liczbows stwierdzono w meto-
dzie A, natomiast w przypadku E. coli wyzsza
srednig uzyskano w metodzie B niz A oraz w
metodzie A niz C. Miedzy metodami A i B uzy-
skane wyniki réZnig sie na poziomie P < 0,01 z
wyjatkiem kultury S. aureus. Miedzy metodami
A i C wyniki dla E. coli { mleka rdinig sie na
poziomie p< 0,01, a dla S. aqureus i missa
stwierdzono istotng réznice przy p <<0,05.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w za-
leznosei od rodzaju metody uzyskana liczba
bakterii moze by¢ rézna. Zalezy to od samej
metody i od rodzaju bakterii. Jednak w 036lnej
ocenie przedstawionych metod mozna stwier-
dzi¢, ze obie zastosowane metody kropelkowe
daja wyniki reprezentujace w duzym stopniu
stan zakazenia ilodciowego otrzymany metoda
plytkowg Kocha. Mimo pewnych rdznic sta-

tystycznie istotnych, drednie liczby bakterii
uzyskiwane roznymi metodami przy badaniu
tego samego materialu miescily sie zawsze w
fym samym przedziale logarytmicznym.

Wnioski

1. Metoda kropelkowa iloSciowego oznaczania

bakterii moze byé stosowana przy badaniu zyw-
nosci, poniewaz wartosci liczbowe uzyskiwane
przy uzyciu tej metody plytkowej Kocha miesz-
czg si¢ w tym samym przedziale logarytmicz-
nym.
2. Zmodyfikowana metoda kropelkowa, po-
dobnie jak oryginalna metoda kropelkowa, mo-
ze by¢ stosowana w badaniach iloesciowych bak-
terii.
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Panxoseruit M., Kacens C. — CpaBaEuTETLHBIE 1CCIIe-
OC3aHUA KaleJLHOT0 MEeTOX? ¥ IUIHTOYHOT0 MeTe[a
Koxa upyu enpepenennu uucia SAXTepuii B NPGIOBOIL-
CTBHM

Viccnepomams umera 6arTepuit B HaTYpaNbHO 3apa-
JKeHHOM MOJIOKE M MsfCe, & TaKmxKe B OYILOHOBBIX
RyneTypax E. coli, B. cereus u S. aureus MeTOmOM
TIOBEPXHOCTHOTO NAMTOUHOTO MeTona Koxa, a Taxke
KanelbHBIX METOA0M cOOCTBEHHOM Momuduraumuu. ITo-
Kaszamu, “TO o00a NPUMMEHEHHBIX KAIEJbHLIX METOma
HaloT DPe3ynbTaThl, I[I0Ka3blBaoIMe B 6OONEIION cTe-
IE€HM COCTOSAHME KOJMYMECTBEHHOIO 3apPaKeHUA, OTMe-
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yennoe meromoMm Koxa. IToMMMO HEKCTOPBIX CTATUCTU-
YecKM CYyLLeCTBEHHBLIX PAa3HWL Cpefuue ducna GakTe-
puit, mosyvaeMble pPa3HbIMU METHOAMM IDU MCCIEN0-
BaHMM TOTO IKE CaMOro MaTrepuaja, Ppacnonaraich
BCEerZa B TOM K€ CaMOM JorapuMUHECKOM MHTepBaJIe.

Radkowski M., Kafel S. — Comparative examinationg
on the drop and Koek’s plate methed in determining
the number of bacieria in foed

The number of bacterial cells was determined in

naturally infected milk and meat, and in broth ecul-
tures of Escherichia coli, Eacillus cereus and Stap-
hylocoeccus aureus by means of surface seed on agar
media, drop :nethod, and drop method modified. It
was found that the both drop methods gave resulis
reflecting the state of infection ncted by Xoch’s
methed. Mean numbers of bacterial cells, indepen-
dently upon th2 technigue wused, were in the same
log intervals, though there were some statistical dif-
ferences among them.

CHOROBY ZAKAZNE | INWAZYJNE

MARIAN KROLAK, ANDRZEJ STRYSZAK

Zasady oraz aktualny schemat serodiagnostyki

brucelozy zwierzqt w Polsce

Precownia Badania Brucelozy Instytutu Weterynaril, ul Kapréw 10, 80-316 Gdansk-Oliwa

Znaczny postep w zwalczaniu brucelozy byd-
la w latach 70-tych umozliwil uznanie Polski
za kraj urzedowo wolny od brucelozy w kon-
cu 1980 roku (12). W masowych badaniach se-
rologicznych na bruceloze stosowano przez wie-
le lat rownolegle dwa odczyny, okreslane jako
podstawowe, tzn. odczyn aglutynacji (OA) i od-
czyn wiazania dopelniacza (OWD) (3, 4, 6). W
koncowym okresie walki z brucelozg wprowa-
dzono dwa dodatkowe odczyny aglutynacyine,
tzn. odezyn antyglobulinowy (OAG) 1 odczyn z
2-merkaptoetanolem (OME) (14, 19, 26), za po-
moca ktérych weryfikowano swoisto$é dodat-
nich reakcji w OA.

Przez nastenne 4 lata, po uznaniu kraju za
wolny od brucelozy, w badaniach okresowych
nadal stosowano OA i OWD oraz dodatkowo
OAG i OME. Przyczynilo sie to niewatpliwie
do spadku liczby seroreagentéw wykrywanych
w ciagu roku, a mianowicie, z 0,03% w roku
1980 do 0,001% w roku 1984, wérdd 3,5—4 mi-
lionéw zwierzat badanych w ciaggu roku.

W 1985 r. zmieniony zostal! schemat okreso-
wych badan kontrolnych na bruceloze. Podsta-
wa tych badan stal sie odczyn kwasnej aglu-
tynacji plytowej (OKAP), stosowany jako od-
czyn skriningowy (10). Wymienione wyzej od-
czyvny podstawowe (OA, OWD) oraz dodatkowe
(OAG, OME) stosowane sa w tym schemacie
dla weryfikowania dodatnich wynikéw OKAP
oraz, niezaleznie od OKAP, w sytuacjach uza-
sadnionych wzgledami epizootycznymi.

Wezesniej opublikowano prace na temat war-
todei diagnostycznej odezyndéw podstawowych
i dodatkowych (21) oraz wartosci OKAP (22).

Ten ostatni odezyn zostal szczegélowo prze-
badany w ramach pracy doktorskiej (23). Po-
nizsze opracowanie zawiera zasady standary-
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zacji 1 kontroli czulodei stosowanych w Polsce
odezynéw serologicznych oraz aktualny sche-
mat okresowych badan kontrolnych zwierzat
na bruceloze.

Zasady standaryzacji i kontroli odczynéw
serclogicznych

Odezyn aglutynacji probéwkowej (OA) wy-
konywany jest technika standardowa z 1964 r.
(4). Jako rozeienczalnik stosuje sig 5% roztwor
NaCl z dodatkiem 0,5% fenolu. Antygen produ-
kowany przez Zaklady ,Biowet” w Pulawach
stanowi zawiesine zabitych komérek Brucella
abortus, szczep S-19, barwionych przyzyciowo
TTC (1) i standaryzowana do takiej gestosci
roboczej, ktéra zapewnia z drugim Migdzyna-
rodowym Standardem Surowicy anty-Brucella
abortus (ISAbS-II) miano 1 :5007", Poniewaz
1 em?® ISAbBS-1I zawiera 1000 miedzynarodowych
jednostek aglutynin (mjagl), wynika stad mnoz-
nik 2 (1000:500) ktory stuzy do przeliczania
mian OA na liczbe mjagl w 1 cm® badanej
surowicy (tab. 1). Kontrolg aglutynabilnosci
kazdej serii antygenu wykonuje sig przy po-
mocy Krajowego Standardu Surowicy anty-
-Brucslla abortus do aglutynaciji (KSSaBa-OA),
ktory pod wzgledem zawartodei aglutynin od-
powiada ISAbS-II Liofilizowany KSSaBa-OA
podlega raz w roku kontroli wobec ISAbS-IL
W laboratoriach rozpoznawezych czulosé OA
kontrolowana jest przy pomocy Roboczego
Standardu Surowicy anty-Brucella abortus
do aglutynacji (RSSaBa-OA). Liofilizowany
RSSaBa-OA posiada miano 1:50"", co odpowia-
da 1/10 aktywnosci ISAbS-II. W laboratoryj-
nej ocenie wynikéw badan bydla i §win sto-
suje sie od 1964 (4) nastepujgce kryleria roz-



