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Wpiyw podtoza wzbogacajgcego oraz warunkéw namnazania

wstepnego na czestos$é izolacji salmonel z mgczek rybnych

W ostatnich latach w badaniach naukowych po-
§wieca sie wiele uwagi metodom wykrywania salmo-
nel w maczkach pastewnych oraz mozliwosciom ulep-
szania tych metod (15, 33). Rohde i Bischoff (25)
pierwsi zwréceili uwage na to, Ze maczki rybne moga
odgrywaé duza role w epizootiologii salmoneloz a za
posSrednictwem zwierzagt moga réwniez stanowié¢ Zro-
dlo zakazen u ludzi. Izolacja paleczek Salmonella z
suchych produktéw natrafia jeszcze na duze trudno-
Sci (19). Bakterie te, bowiem, na skutek dzialania na
nie réznych proceséw technologicznych, ulegaja usz-
kodzeniu. Uszkodzenie komoérek baktervinych wyste-
pujacych w maczkach wynikajg nie tylko z dzialania
na nie procesu suszenia lecz rowniez sg one nastep-
stwem stosowania w produkcji podwyzszonych tem-
peratur (1, 14, 24, 26, 30). Czesto dochodzi do zabu-
rzen w dzialalno$ci ich ukladu enzymatycznego i me-
tabolicznego, co w konsekwencji prowadzi do obni-
7enia ich zdolnoS$ci regeneracyinych w czasie hodow-
1i w podlozach bakteryjnych (4, 6. 12, 32). W wielu
przypadkach pracownicy laboratoriow nie biora pod
uwage faktu, ze znaczna cze$§¢ bakterii znajdujacych
sie w badanych prébkach wykazuje réznego rodzaju
uszkodzenia i ze reprodukcja a wiec i wzrost tych
bakterii sg mozliwe czesto po zastosowaniu odpo-
wiedniej techniki laboratoryjnej (33) lub odpowied-
niego $rodowiska biochemicznego (27, 28).

Sinskey i wsp. (28) oraz Lewicki i wsp. (18) stwier-
dzili, Ze wysuszone komérki bakteryjne posiadaja
wieksze wymagania odzywcze niz komérki niewysu-
szone i dlatego czesto nie rosng one w prostych pod-
lozach bakteryjnych. Wysuszone komoérki bakteryjne
posiadajg obnizong lub calkowicie utracong aktyvw-
no$¢ katalazy. Prawdopodobnie, miedzy innymi, dla-
tego w wielu przypadkach uzyskuje sie lepsze wy-
niki przy dodatku do podloiy krwi, ktéra zawiera
katalaze w duzych iloSciach (2, 3, 6, 18). Regeneracja
wysuszonych komérek bakteryjnych zalezy na pewno
jeszcze od wielu innych skladniké6w podloza czy §ro-
dowiska (15, 18, 33), Dobo6r podlozy przy izolacji sal-
monel odgrywa zasadnicza role zwlaszcza przy bada-
niu materialu zawierajacego czeSciowo uszkodzone
komoérki pateczek Salmonella lub malg ilosé tych
bakterii (7, 12, 16, 32). Oprocz skladu chemicznego
podlozy (4, 15, 17, 29), duzy wplyw na uzyskiwane
wyniki badan, w przypadku badania produktéw su-
szonych, posiada temperatura rehydratacji (33) lub
temperatura inkubacji. Lewicki i Silverman (18) su-
geruja, Ze bez wzgledu na $rodowisko, w ktérym
bakterie ulegaly wysuszeniu, najbardziej optymalne
wyniki uzyskuje sie przy zastosowaniu temperatury
rehydratacji 20°C.

Do niedawna wiekszo§¢ laboratoriow na §wiecie
przy badaniu rdinych probek na obecnosé salmonel
stosowala przy inkubacji podloiy temp. 37°C (20). In-
ni (8, 11, 31) uzyskiwali lepsze wyniki przy temp.
43°. Harris (10), Hansen i Rieman (9) podkreslaja, ze
warunki inkubacji optymalne dla nieuszkodzonych
komoérek bakteryjnych nie moga byé bezkrytycznie
odnoszone do komoérek uszkodzonych procesem ogrze-
wania. Duzy wplyw na wynik badania w kierunku
pateczek Salmomnella posiada czas inkubacji posia-
nych podlozy (5, 13, 22, 23, 34).
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PiSmiennictwo dotyczace metodyki izolacji salmo-
nel z materialu zwierzecego oraz ze $rodkdéw spoiyw-
czych jest bardzo bogate. W odniesieniu jednak do
produktéw poddanych réznym zabiegom technologi-
czhym a w tym i suszeniu, w ktérych system rege-
neracyiny salmonel ulega czeSciowemu uszkodzeniu.
daje sie odczuwaé¢ duzy brak obiektywnych metod
badania, ktére odzwierciedlalyby faktyczny stan za-
kazenia (33).

Udoskonalenie metod izolacji salmonel z maczek
pastewnych moze mieé duze znaczenie z wielu wzgle-
déw. Wprowadzanie na coraz to szersza skale na ca-
lym $wiecie wielkostadnej hodowli zwierzat a zwlasz-
cza trzody chlewnej i drobiu oraz intensyfikacja pro-
dukeji zwierzecei wymaga coraz szerszepgo zastoso-
wania w zywieniu zwierzat wysokobiatkowvch pasz
a zwlaszcra maczek pastewnych pochodzenia zwie-
rzecego, Zakazenia salmonelami moga mie¢ duze
ujemne skutki zaréwno dla samej produkcji zwie-
rzecej. dla czystodci §rodowiska gospodarstw produk-
cyjnych jak i dla zdrowia ludzi.

Material i metody

Material do badan stanowilv 192 probki maczki
rybnej importowanej z Amervki Poludniowej.

Z knzdej orobki odwazano 100 ¢ maczki i miesza-
no z 900 mln bulionu odiyweczero z dodatkiem 0.5%
mannitolit, do wuzyskania jednolitego homogenizatu.
Po 15 min. rehvdratacii w temp. pokojowei przeno-
szono kazdorazowo vo 9 ml homogenizatu do 12 pu-
stych probéwek oraz 12 probéwek zawierajacych no
1 ml krwi baraniej odwldknionei. W ten sposdb
uzyvskano 2 warianty podlozy po 12 probdéwek. Po jed-
nej probéwce z kazdego wariantu inkubowano w
nastepuiacveh warunkach: w temmwm. 25°. 37° { 4R°,
przy dostenpje tlenu oraz w warunkach beztlenowych,
przez 24 i 48 godz.

Warnnki beztlenowe uzyskiwano w kloszach do
hodowli bakterii beztlenowych przez dwukrotre wy-
pomprowanie powietrza i worowadzenie na iego miej-
sce mieszaninv proparu (A5%) i butanu (35%). Po in-
kubacii. 7z kazdej probéwki dokonvwano eza bezpo-
§redrijegn prresiewu na agar 7 zielenia brvlantowa i
czerwienia fenolowa (BG). Précz tego po 1 ml prre-
noszono do 10 ml podloza z czterotionianem sodo-
wym. 7blcia i zielenia brviantowa (Miiller-Kauffman-
na), ktére inkubowano kazdorazowo w temp. 43°
przez 48 godz. Nastepnie z podioza Miiller-Kauffma-
nna wykonvwano przesiew na sgar BG. Agar inku-
bowano kazdorazowo w temp. 37° przez 24 godz, W
przypadku uzyskania wzrostu na tym podtozu z kaz-
dej plytki wybierano do dalszych badai losowo po
5 kolonii podejrzanych o przynalezno§é do rodzaju
Salmonella.

WtiasciwoSci  biochemiczne  wybranych  kolonii
sprawdzano na podlozu TSI. Kolonie wyro$nigte na
podiozu TSI badano nastepnie metodg aglutynacji
szkietkowej przy uzyciu wielowaznej surowicy dla
antygenéw rzeskowych (HM), surowic grupowych dla
antygenéw somatycznych oraz surowic dla poszcze-
gbélnych antygenéw rzeskowych. Wyizolowane szcze-
py nastreczajgce trudnosSci w rozpoznawaniu przesy-
tano do Krajowego O$rodka Salmonella w Gdansku.
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Wyniki

Sposrod 192 przebadanych prob maczki rybnej w
66 (34,4%) przypadkach stwierdzono obecno$¢ pale-
czek Salmonella. W 66 zakazonych prébach wyniki
dodatnie uzyskano 364 razy stosujgc powyzsza me-
todyke badan. Okreslono 6 rodzajéw Salmonella: Sal-
monella derby, S. oranienburg, S. tenessee, S. sen-
ftenberg, S. havana i S. cubana. Jeden szczep na-
streczajacy duze trudnosci przy badaniu wystano do
Paryza poprzez Krajowy Oérodek Salmonella w
Gdansku. Wyniku dotad nie otrzymano.

Przez wiele lat przy izolacji salmonel z réinych
produktow inkubowano podloza bakteryjne w temp.
37°, Ostatnio jednak niektérzy autorzy (8, 11, 16)
uzyskiwali lepsze wyniki przy temp. 43° lub nizszej
od 37° (21). Biorgc pod uwage, ze w takich produk-
tach jak suche maczki pastewne bakterie przebywa-
ja czesto przez szereg tygodni lub miesiecy w nii-
szych temperaturach, zastosowano réwniez w niniej-
szych badaniach temp. 25°. Na 364 dodatnie wyniki
33,2% stwierdzonych pal. Salmonella uzyskano w
temp. 25° Nieco gorsze wyniki otrzymano w warian-
cie z temp. 43° (32,4% wynikéw dodatnich) a lepsze
przy temp. 37° (34,0% wynikéw dodatnich). Przy
szezegblowej analizie wszystkich wynikéw badan
mozna zauwazy¢, ze wplyw temperatury namnazania
wstepnego na liczbe dodatnich wynikéw nie jest zja-
wiskiem jednostronnym i moZe zaleze¢ w pewnym
stopniu od innych parametrow jak np. dostep tlenu
atmosferycznego czy sklad podioza wzrostowego.

Tab. 1. Wplyw temperatury i czasu namnazania wstep-
nego oraz tlenu czgsteczkowego na czestosé izolacji
salmonel z magczki rybnej

Warunkt nxmna Fania wsteon ego
temperatura
25°¢ 37eC | 43°C
= ] 7 B 7 7 lczva | %
24 21 27 27 32 30 3 7o 48,7
48 35 | 38 28 |3z 27 29 194 533
Razem| 56 55 | &5 | 69 57 &2 364

fazem

Caaxs
wgodls

Objaénienia: T = inkubacja w warunkach dostepu tlenu (ra-
zem%)IGS tj. 46,1%); B = inkubacja beztlenowa (razem 196 tj.
53,8%).

Beztlenowe warunki inkubacji (tab. 1) stworzyly
lepsze szanse na uzyskanie pozytywnych wynikéw
w poréwnaniu z analogiczng hodowlg przy dostepie
tlenu. W atmosferze dostepu tlenu czagsteczkowego
otrzymano 168 (46,1%) wynikéw dodatnich, podczas
gdy z tej samej ilosci prob réwnoleglych w warun-
kach beztlenowych liczba wynikéw dodatnich wyniosta
196 (53,8%). Nalezy jednak zaznaczyé, ze ten korzystny
wplyw warunkéw beztlenowych wystgpit tylko przy
temp. 25° i 37°.

Z danych przedstawionych w tab. 1 wynika, ze
czas namnazania wstepnego dwukrotnie diuzszy tj. 48
godz. zwiekszyl liczbe wyizolowah salmonel ze 170
(46,7%) po 24 godz. namnazania do 194 (53,3%). Jest
to réznica wyrazna i wydaje sie byé istotng dla wlas-
ciwej diagnostyki badanych produktéw suchych. Moz-
na przyja¢, ze przediuzenie namnazania wstepnego do
48 godz. zwieksza szanse uzyskania bardziej obiek-
tywnych wynikéw. Ale to zjawisko zalezy roéwniez
w duzym stopniu od Srodowiska wzrostu oraz pozo-
stalych parametré6w inkubacji.

Niektérzy badacze stwierdzili lepsza wykrywalnosé
salmonel przy zastosowaniu inkubacji wstepnej (7, 34)
oraz odpowiednio dobranych podlozy wzbogaconych
(2, 3, 6, 18). W niniejszej pracy wykazano zwieksze-
nie wykrywalnosci tych bakterii przy wzbogaceniu
bulionu z mannitolem dodatkiem krwi. Na o0gblng
liczbe 364 dodatnich wynikéw 163 (44,7%) razy stwier-
dzono salmonele przy uzyciu bulionu z mannitolem
bez innych dodatkéw. Dodatek krwi natomiast zwiek-
szyl szanse wykrycia do 201 (55,2%) razy. Wiadomo,
ze komorki bakteryjne znajdujgce sie w stanie wy-
suszenia regenerujg sie stosunkowo trudno i ze dla
ich wzrostu potrzeba odpowiedniego $rodowiska bo-
gatego w czynniki wzrostowe. Krew zawiera takie

czynniki a uzyskane wyniki badan przemawiajg za
tym, ze jej dodatek do podlozy zwieksza szanse¢ izo-
lacji salmonel z produktéw suszonych.

Liczby dodatnich wynikéw przedstawionych w tab. 2

-wykazuja, ze namnazanie badanego materialu na bu-

lionie z mannitolem a nastepnie przesiew bezposredni
na agar BG pozwolilo stwierdzi¢ obecnosé¢ salmonel
57 (15,6%) razy podczas gdy namnazanie wstepne na
tym podlozu z przesiewem na wybibércze podioze
Miller-Kauffmanna a nastepnie na agar BG zwiek-
szylo liczbe dodatnich wynikéw do 106 (29,1%). Po-

Tab., 2. Poréwnanie jednostopniowego i dwustopnio-

wego namnazania oraz dodatku krwi do bulionu z

mannitolem na czesto§é izolacji salmonel z maczki
rybnej

Meloda namrgramia
.*e'c:-ua_,- _.u.-).n'nr'a ramnaZanie wstgpne| Namaadance witenng|
MeseiBkiywnego | na podlozu meselek |nua poaidu nieseles
o Aamaaiania | lywnyma nastepme |Lywmym e DrRENEWET | Razem
watponeqgo przestew bezposredndi |da wiybioreie podinie
na agar 86 MK a nastponie fa
2ar 85
Hadwon o, o 5 =
detom . 57 (156%) 106 ( 29,1%) 163 (44,7%)
Bulion
zmannitolem 82 (222%) 19 (327%) 201(552%)
+ 10 Yo krwe
Razem 139 (38,/ %) 225 (61,2%) 364

dobnie przedstawia sie stosunek namnazania wstepne-
go dwustopniowego na bulionie z dodatkiem krwi.
Sumujgc otrzymane wyniki jednostopniowego i dwu-
stopniowego namnazania wida¢ wyrazng roéznice 139
(38,1%) i 225 (61,2%) wynikéw dodatnich na korzysé
tego ostatniego. Szczegdlowa analiza wszystkich wy-
nikéw badan wykazuje, ze rézne kombinacje podlozy
namnazania wstepnego z rdéznymi warunkami inku-
bacji moga dawaé¢ rozne lub nawet rozbiezne wyniki.
Dlatego nie mozna uogodlnia¢ pewnych zasad, Ze w
kazdym przypadku najbardziej obiektywne wyniki
uzyska sie stosujac dane podloze, dany czas inku-
bacji, okreslong temperature czy tez beztlenowe wa-
runki inkubacji. Kazdy z tych parametrow naledy
rozpatrywaé w calym zespole innych parametrow to-
warzyszgcych a przy tym nalezy jeszcze braé¢ pod
uwage inne czynniki, jak np. typ Salmonella, zestaw
mikroflory towarzyszacej, sklad chemiczny i wielkos$é
badanej prébki itd.

Wydaje sie jednak, ze w oparciu o uzyskane wy-
niki mozna wyprowadzi¢ pewne wnioski, ktére moga
znalezé zastosowanie w praktyce laboratoryjnej.

Wnioski

1. Spoéréd zastosowanych temperatur namnazania
wstepnego 25°, 37° i 43° dla wykazania obecno$ci pa-
teczek z rodzaju Salmonella w magczkach rybnych
odpowiedniejszg wydaje sie temp. 25° i 37°.

2. Namnazanie wstepne w warunkach beztlenowych
pozwala stwierdzaé czesciej obecno§é salmonel w
maczkach pastewnych niz namnazanie wstepne przy
dostepie tlenu.

3. Dlugo$é¢ czasu namnazania wstepnego maczek
pastewnych ma istotne znaczenie. Wyrainie wiecej
salmonel stwierdza sie stosujac namnazanie wstepne
przez 48 godz. anizeli przez 24.

4, Dodatek krwi i dwustopniowe namnazanie wstep-
ne przy izolacji salmonel z maczek pastewnych zwiek-
sza wykrywalno§é tych bakterii w poréwnaniu z jed-
nostopniowym namnazaniem na podiozach nieselek-
tywnych.
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Ofyxoecka-dyce B. — Buansaume oboramamwmeii cpe-
OBl ¥ YCJOBHII NPEJBAPUTEJILHOI0 KYJILTUBMPOBAHMA
H3a, YaCTOTY WU3ONAIUM CAJMOHEJNN U3 DPBIOHON MyKH.

B paGore npmmenamy 48 wacoByio mnpeuHKyOGammio
B 25° 37° y 43° (TakKe B aHA’pPOOHBIX YCIOBMAX),
yCTaHOBI/IJII/I, uyro pobaBienme X cpefe 10% xposu
DapaHa YBeNMUMIO KOJMYECTBO BbIZEJEHHBIX U3 CY-
X0l DPEIDHOM MyKmM Imrammos Salmonella. Bergemen-
HbpIE LITAMMBbI NPMHAAJEKEIN K 6 CAeAVIOLMM BULAM:
Salmonella derby, S. oranienburg, S. senftenberg,
S. tenessee, S. havana, S. cubana.

Obuchowska-Du§ B. — The influence of an en-
riched medium and conditions of preliminary multi-
plication on the frequency of Salmonella isolation
from fish meals.

Bene-meat meals and fish meals are more often
used nowadays than in the past, and therefore there
is a necessity to elaborate suitable methods to detect
Salmonella strains, which often contaminate these
dry products. The experiments were carried out 25°,
37° and 43°C. and on different media. The best re-
sults were obtained on the medium with 10% of ram
blood under anaerobic conditions and 48 hrs preincu-
bation period. There were found 6 species of Salmo-
nella, i.e. S. derby, S. oranienburg, S. senftenberg, S
tenessee, S. havana, and S. cubana.

MICHAL BARTOSZCZE
Putawy

Przystosowanie diaskopu do liczenia tysinek

w hodowlach komoérek

Istniejgce aktualnie tendencje do wprowa-
dzania mikrometod do badan wirusologicznych
maja na celu miedzy innymi uzyskanie oszczed-
nosci w zuzyciu drogich =zazwycrzaj plynéw
odzywezych i odczynnikow, zmniejszenie pra-
cochlonno$ei i skrocenie czasu wykonywania
doswiadczen. Przykladem tego jest coraz pow-
szechniej stosowana metoda mikrotysinek w
probéwkach. Zasady ogélne tej metody jakkol-
wiek nie odbiegaja zasadniczo od testu wpro-
wadzonego przez Dulbecco (1) sg jednak jego
znaczng modyfikacja.

Ryk. 1. Przystosowana do diaskopu Profil B-4 metalo-
wa ramka wraz z zamocowana probdwks typu La
Melle.

Jednolicie wyroénieta warstwe hodowli komoérek w

proboéwkach zakaza si¢ wirusem i po jego adsorpecji
do hodowli wprowadza sie plyn odzywezy zawierajg-
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cy roztwor Parlera z dodatkiem 10% surowicy ciele-
cefj, zmieszahy w stosunku 1:1 z 2% metylo@elwulo&za
(2). Ten ostatni skladnik zapobiega uwalnianiu sig

2. Przygotowany do pracy wzuinik Profil B-4.
Widoczna mamka z probowlka.

Ryc.

wirusa i zakazamiu innyicdh komorek. Rysinki przed-
stawiaja okragle o ro6znej wielkosci niezabarwione
miejsca uszkodzonych komérek ma tle zabarwionych
(czerwienig obojetna) komorek zdrowyich.

Opisany w skrocie test znajduje szerokie zastoso-
wanie w badaniach wirusologicanych, a miedzy in-
innymi przy mianowaniu wiruséow, okreflaniu aktyw-
nosci interferonu itp.

Rutynowe stosowanie opisanej metody z uwagi na
maty wielkosé¢ lysinek (przy wezesnych wodezytach),
przy duzym fich =zageszczeniu czyni prace bardzo
zmudng, meczacg dla wazroku, a ponadto otrzymywa-
ne wyniki obarczone sg do§¢ znacznym bledem zwiek-
szajgcym sie wraz ze zmeczeniem odczytujacego pra-
cownilca.



