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PRAKTYKA LABORATORYJNA
BA.RtsARA otsUcHoWsKA-DUŚ

Wroclaus

W ostatnich latach w badaniach naukowych po-
święca się wiele uwagi metodom wykrywania salmo-
nel w mączkach pastewnych oraz możliwościom ulep-
szania tych metod (15, 33). Rohde i Bischoff (25)
pierwsi zwrócili uwagę na to, że mączki rybne mogą
odgrywać dużą rolę w epizootiologii salmoneloz a za
pośrednictwem zwierząt mogą również stanowić źró-
dło zakażeń u ludzi, Izolacja pałeczek Salmonella z
suchych produktów natrafia jeszcze na duże trudno-
ści (19). Bakterie te, bowiem, na skutek działania na
nie różnych procesów technologicznych, ulegają q_sz-
kodzeniu. Us,żkodzenie komórek bakteryinych wyste-
pujących w mączkach wynikają nie tylko z działania
na nie procesu suszenia lecz również są one następ-
stwern stosowania w produkcji podwyższonych tem-
peratur (l, 74, 24, 26, 30). Często dochodzi do zabu-
rzeń w działalności ich układu enzyrnatycznego i me-
tabolicznego, co w konsekwencji prowadzi do obni-
żenia ich zdolności regeneracyinych w czasie hodorrz-
li w podłożach bakteryjnych (4, 6. 12, 32). 'W wielu
przypadkach pracownicy laboratoriów nie biora pod
uwagę faktu, źe znaczna część bakterii znajdujacych
się w badanych próbkach wykazuje różnego rodzaiu
uszkodzenia i że reprodukcja a wiec i wzrost tych
bakterii są możliwe często po zastosowaniu odpo-
wiedniej techniki laboratoryjnej (33) lub odpowied-
niego środowiska biochemicznego (27, 28).

Sinskey i wsp. (28) oraz Lewicki i wsp. (18) stwier-
dzili, że wysuszone komórki bakteryjne posiadają
większe wymagania odżywcze niż komórki niewysu-
szone i dlatego często nie rosną one w plostych pod-
łożach bakteryinych. Wysuszone komórki bakteryjne
posiadają obniżoną lub całko,wicie utraconą aktl"rv-
ność katalazy. Prawdopodobnie, między innymi, dla-
tego w wielu przypadkach uzyskuje się lepsze wy-
niki przy dodatku do podłoży krwi, która zawiera
katalazę w dużych ilościach (2, 3, 6, 18). Regen'eracja
wysuszonych komórek bakteryjnych zależy na pewno
jeszcze od wielu innych składników podłoża czy śro-
dowiska (15, 18, 33). Dobór podłoży przy izolacji sal-
monel odgrywa zasadniczą rolę zvlłaszcza przy bada-
niu materiału zawierającego częściowo uszkodzone
komórki pałeczek Salmonella lub małą ilość tych
bakterii (7, 72, 16, 32). Oprócz składu chemicznego
podłoży (4, 15, 11 , 29), duży wpływ na uzyskiwane
wyniki badań, w przypadtku badania produktów su-
szonych, posiada temperatura rehydratacji (33) lub
temperatura inkubacji. Lewicki i Silverman (18) su-
gerują, że bez względu na środowisko, w którym
bakterie ulegały wysuszeniu, najbardziej optymalne
wyniki uzyskuje się przy zastosowaniu temperatury
rehydratacji 20oC.

Do niedawna większość laboratoriów na świecie
przy badaniu różnych próbek na obecność salmonel
stosowała
ni (8, 11,
43o. Harr
warunki
komórek
odnoszone do komórek uszkodzonych procesem ogrze-
wania. Duźy wpływ na wynik badania w kierunku
pałeczek Salmone1,la posiada czas inkubacji posia-
nych podłoży (5, 13,22,2Ą 3a),
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Wplyw podłożo wzbogocoiqcego oraz worunków nomnożonio

wstępnego no częstość izolocji solmonel z mqczek rybnych

Piśmiennictwo dotyczące metodyki izolacji salmo-
nel z materiału zwierzęcego oraz ze środków spożyw-
czych jest bardzo bogate. W odniesieniu jednak do
produktów poddanych różnym zabiegom technologi-
cznym a w tym i suszeniu, w których system rege-
neracyjny salmonel ulega cześciowemu uszkodzeniu.
daje się odczuwać dużv brak obiektywnych metod
badania, które odzwierciedlałyby faktyczny stan za-
każenia (33).

Udoskonalenie metod izolacji salmonel z mącz.ek
pastewnych może mieć duże znaczenie z wielu wzglę-
dów. Wprowadzanie na coraz to szerszą skalę na ca-
łym świecie wielkostadnej hodolłIi zwierzat a z.:własz-
cza trzody chlewnej i drobiu oraz intensyfikacja pro-
dUkCji zwierzecej q,ypąga coraz szerszepo zastoso-
wania w żywieniu zwierząt wysokobiałkowvch pasz
a zwłaszcza mączek pastewnych pochodzenia zwie-
rzęcego, żakażenia salmonelami mogą mieć duże
u jemne skutki zaró"nrno dla samej orodukcji zwie-
rzecej. dla czystości środowiska gospodarstw produk-
cyjnych jak i dla zdrowia ludzi.

Materiał i metody
Materiał do badań stanowiłv 192 próbki mączki

rybnej imoortowanei z Amervki południowei.
Z każ.dej oróbki odważano 100 q maczki i miesza-

no z 900 mln bulionu odżywczeoo z dodatkiem 0.596
mannitolrr. do uzyskania jednoliteeo homoqenizatu,
Po 15 min, rehvdratac,ji w temp, pokojowei przeno-
szono ka.ż.dorazowo Do 9 ml homoqenizatu r1o 12 pu-
stych nrobówek oraz 12 probówek zawieraiących no
1 m1 krwi baranie,i odwłóknionej. W ten sposób
uzyskano 2 wariantv oodłoży po 12 probówek. Po jed-
nej probówce z każ,dego wariantu inkubowano rv
nastepuiacveh rvarunkach: w temo. 25o. 3?o i 43o.przy rlostenie tlcnu oraz w warunkach beztlenowych,
przez 24 i 48 godz,

Warllnki bezilenowe uzyskiwano .ł, kloszach <lo
hodowli bakterii beztlenowvch przez dwukrotn,e wv-
pomnowanie powietrza i wnrovladzenie na i.qo miei-
sce mieszaninv nToDanu (65%) i butanu (350ń). Po in-
kubaeji. z każdei probówki dokonvwano e"a bezpo-
średnjeso przesiewu na 2qar z. zielenia brvlantowa i
czerwienia fenolourą (BG). Prócz tego po 1 ml prze-
noszono do 10 ml podłoża z czterolionianem sodo-
wym. źJółcią i zielenią b,rvlantową (Mtiller-Kauffmn--
na), które inkubowano każdorazowo rv temp. 43o
ptzez 48 podz. Nastepnie z podłoża Miiller-Kauffma-
nna wyko,nvwano przesiew na asar BG, Aqar inkrl-
bowano każdorazowo w temp. 37o przez 24 godz. W
przypadku uzyskania wzrostu na tym podłożu z każ-
dej płytki wybierano do dalszych badań losowo po
5 kolonii podejrzanych o przynależność do rodzaju
Salmonella.

Właściwości biochemiczrre wybranych kolonii
sprawdzano na podłożu TSI. Kolonie wyrośnięte Ąapodłożu TSI badano następnie metodą aglutynacji
szkiełkowej przy użyciu wieloważnej surowicy dla
antygenów rzęskowych (HM), surowic grupowych dla
antygenów somatycznych oraz surowic dla poszcze-
gólnych antygenów rzęskowych. Wyizolowane szcze-
py nastręczające trudności w rozpoznawaniu przesy-
łano do Krajowego Ośrodka Salmonella w Gdańsku.
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Spośrócl rsz p,"utal;:;:l.. mączki rybncj w
66 (34,47o) przypadkach stwierdzono obecność pałe-
czek Sal,monella. W 66 zakażonych próbach wyniki
dodatnie uzyskano 364 razy stosując powyższą me-
todykę badań. Określono 6 rodzajów Salmonella: Sal-
monella derba, S. oranźenburg, S. tenessee, S. sen-
ftenberg, S. hauana i, S. cubana. Jeden szczep na-
stręczający duże trudności przy badaniu wysłano do
Paryża poptzez Krajowy Ośrodek Salmonella lv
Gdańsku. Wyniku dotąd nie otrzymano.

Przez w,iele lat przy izolacji salmonel z różnych
produktów inkubowano podłoża bakteryjne rv temp.
3?o. Ostatnio jednak niektórzy autorzy (8,11,16)
uzyskiwali lepsze wyniki przy temp. 43o lub niższej
od 37o (21). Biorąc pod uwagę, że w takich produk-
tach jak suche mączki pastewne bakterie przebywa-
ją często plzez szereg tygodni lub miesięcy w niż-
szych temperaturach, zastosowano również w niniej-
szych badaniach temp. 25o. Na 364 dodatnie wyniki
33,29o stwierdzonych pał. Salmonella uzyskano w
temp. 25o, Nieco gorsze wyniki otrzymano w warian-
cie z temp. 43o (32,4010 wyników dodatnich) a lepsze
przy temp. 37o (34,00ń wyników dodatnich), Przy
szczegółowej analizie wszystkich wyników badań
można zauważyĄ że wpływ temperatury namnażania
wstępnego na liczbę dodatnich wyników nie jest zja-
rviskiem jednostronnym i może za|eżeć w pewnym
stopniu od innych parametr,ólv jak np. dostęp tlenu
atmosferycznego czy skład podłoża,lvzrostowego.

Tab. 1. Wpływ temperatury i czasu namnażania wstęp-
nego oraz tlenu cząsteczkowego na częstość izolacji

salmone1 z mączki rybnej

objaśnienia: T:inkubacja w warunkach dostępu tlenu (ra-
zem 168 tj.46,1%); B:inkubaoja beztlenowa (razem 196 tj.
53, B %).

Beztlenowe warunki inkubacji (tab. 1) stworz},ły
lepsze szanse na uzyskanie pozytywnych wyników
rv porównaniu z analogiczną hodowlą przy dostępie
tlenu. W atmosferze dostępu tlenu cząsteczkowego
otrzymano 16B (46,1%) wy,ników dodatnich, podczas
gdy z tej samej ilości prób równoległych w warun-
kach beztlenowych liczba wyników dodatnich wyniosła
196 (53,,BOÓ). Nateży jednak zaznaczyć, że ten korzystny
wpływ warunków beztlenowych wystąpił tylko przy
temp, 25o i 37".

Z danych przedstawionych w tab. 1 rvynika, że
czas namnażania wstępnego dwukrotnie dłuższy tj. 48
godz. zwiększył liczbę wyizolowań salmonel ze I70
(46,70/o) po 24 godz, namnażania do 194 (53,30/o). Jest
to różnica wyrażna i wydaje się być istotną dla właś-
ciwej diagnostyki baCanych produktów suchych. Moż-
na przyjąć, że przedłużenie namnażania wstępnego do
48 godz. zwiększa szanse uzyskania bardziej obiek-
tywnych wyników. Aie to zjawisko za7eży również
w dużym stopniu od środowiska wzrostu otaz pozo-
stałych parametrów inkubacji.

Niektórzy badacze stwierdzili lepszą wykrywalność
salmone]. przy zastosowaniu inkubacji wstępnej (7, 34)
oraz odpowiednio dobranych podłoży wzbogaconych
(2, 3, 6, 1B). W niniejszej pracy wykazano złviększe-
nie wykrywalności tych bakterii przy lł,zbogaceniu
bulionu z mannitolem dodatkiem krwi. Na ogólną
liczbę 364 dodatnich wyników t63 (44,7ol0) razy stwier-
dzono salmonele przy użyciu bulionu z mannitolem
bez innych dodatków. Dodatek krwi natomiast zwięk-
szył szanse wykrycia do 201 (55,2%) razy. Wiadomo,
że komórki bakteryjne znajdujące się w stanie wy-
suszenia regenerują się stosunkowo trudno i że dla
ich wzrostu potrzeba odpowiedniego środowiska bo-
gatego w czynniki wzrostowe. Krew zawiera takie

czylrniki a uzyskane wyniki badań przemarviają za
tym, że jej dodatek do podłoży zwiększa szansę izo-
Iacji salmonel z produktów suszonych.

Liczby dodatnich wyników przedstawionych w tab,2
.wyliazują, że nałnnażanie badanego rnateriału na bu-
Iionie z mannitolem a następnie przesiew bezpośredni
na agar BG pozwoliło stwierdzić obecność salmonel
57 (15,60ń) razy podczas gdy namnażanie wstępne na
tym podłożu z przesiewem na wybiórcze podłoże
Miiller-Kauffmanna a następnie na aBar BG zwięk-
szyło liczbę dodatnich wyników do 106 (29,10/o). Po-

Tab. 2. Porółł,nanie jednostopniowego i d,"vustopnio-
\^,ego namnażania oraz dodatku krwi do bulionu z
mannitolem na częstość izolacji salmonel z mączki

rybnej

ĄaDnażari€ ł5tepDć
2ą podfażu Ąe5e(ek
(!wn!łąd ĄąsćeDĄG
ó2PsGu bPzDosiedĄi
na ąQdr 8G

Raz€m

57 ( 15.6%) /06 ( 29,1%) 163 (44,

8ulloą
82 ( 22,2%) /19 (32,7%) 2ol (J5,

l39 (38,1ó/) ?25 (61,2%) 364

dobnie przedstawia się stosunek namnażania wstępne-
go dwustopniowego na bulionie z dodatkiem krwi.
Sumując otrzymane wyniki jednostopniowego i dwu-
stopniowego namnażania widać wyi,aźną różnicę 139
(38,10ń) i 225 (6I,2%) wyników dodatnich na korzyść
tego ostatniego. Szczegółowa analiza wszystkich wy-
ników badań wykazuje, że różne kombinacje podłoży
namnażania wstępnego z różnymi warunkami inku-
bacji mogą dawać różne lub nawet rozbieżne wyniki.
Dlatego nie można uogólniać pewnych zasad, że -rv
każdym przypadku najbardziej obiektywne wyniki
uzyska się stosując dane podłoże, dany czas inku-
bacji, określoną temperaturę czy też beztlenowe wa-
runki inkubacji. Każdy z tych parametrów należV
rozpatrywać w całym zespole innych parametrów to-
warzyszących a pfzy tym należy jeszcze brać pod
uwagę inne czynniki, jak np. typ Salmonella, zestaw
mikroflory towarzyszącej, skład chem,iczny i wielkość
badanej próbki itd.

Wydaje się jednak, że w oparciu o uzyskane wy-
niki można wyprowadzić pewne wnioski, które mogą
zna\eźć zastosowanie w pralktyce la;boratoryjnej.

Wnioski
1. Spośród zastosowanych temperatur namnażania

wstępnego 25o,37a i 43o dla wykazania obecności pa-
łeczek z rodzaju Salmonella w mączkach rybnych
odpowiedniejszą wydaje się temp. 25o i 37o.

2. Namnażanie wstępne w warunkach beztlenowych
pozwala stwierdzać częściej obecność salmonel w
mączkach pastewnych niż namnażanie wstępne przy
dostępie tlenu.

3. Długość czasu namnażania wstępnego mączek
pastewnych ma istotne znaczenie, Wyraźnie więcej
salmonel stwierdza się stosując namnażanie wstępne
ptzez 48 godz. aniżeli ptzez 24.

4. Dodatek krwi i dwustopniowe namnażanie wstęp-
ne przy izolacji salmonel z mączek pastewnych zwięk-
sza wykrywalność tych bakterii w porównaniu z jed-
nostopniowym namnażaniem na podłożach nieselek-
tywnych.
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MICHAŁ BAtr"TOSZCZF'
Puławu

Isttriejące al<tualnie teurdencje do wrprowa-
dzania,rnikromeńo,d do baldań wirusologiczny,ch
mają rra celu rniędzy innyrni uzyskanie oszczęd-
ności w zużyciu dr,ogich zazwyczaj pły.rrólv
o,dżywczych i o,dczyrrników, zmniejszenie pra-
cochłonrlości i skrócen,ie,czasu wykonyr,vania
doświardczeń. Przykładem ,tego jest coraz p,ow-
szechniej stols,owana rmetoda mikrołys,inefl< w
probóWkaoh. Zasardy ogóJne tej metody jat<lko1-
wiek nie otdbiegają zasadniczo ,old testu wpro-
wadzołrr,ego ptze|z ,Duilbecco (1) są jeidnak jego
zIlaczrlą rno]dyfikac j ą.

Ryc. 1. Przysltosolwana ,do diilarsikopu Prorfil B-4 metalo-
wa ,rarnka wnalz z Z,a|m,orc0waną pr,orbówką typu La

Melle.

Jedlnotlicde wy,r,ośnriętą watrrstwę ho,drow]ii komórek w
,proibówkach z,al<aża się Winnrsem Li po jego, ,ałdsortpq;,i
do hpdioMli Wprolwaldza się płyrrr odżylwttzy zavńerają-
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O6yxoecxa-.Ąycs E. - Bnngrgle odoraularorqefi cpe-
AbI il ycJloBrłrż npeAnapllTeJlblloro KyJlbTrrBrlpoBatrlrf
Ha qacToTy lr3oJlaqlr;4 caJIMoEeJIJI us prrGrroń uyrrł.B _pa6ore nplMeHfiJlrr 48 vacoeyro rrpenrrxy6aqzro
e 25o, 37o lr 43o (rarx<e e aHaspodHsrx ycrrbsłrax).
Vcrauonnllł, uro 4o6asłeH]4e K cpeAe 100ń KpoBrr
dapaHa yeeruqr{Jlo KoJIr{qecTBo tsbIAeJIeHHEIx ]43 cy-
xoź pu6rłoż MyKrI lI]TaMMos Salmonella. Brr4eneH-
HEIe IIITaMMbI np]4HaAJlex<elrł r 6 cJIeAyIoqIĄM BI{AaM:
Salmonella derby, S. oranienburg, S. senftenberg,
S. tenessee, S, havana, S. cubana.

Obuclr,owska-Duś B. - The influence of a,n en-
richeil medium and conditions of preliminary multi-
plication on the frequency of Saltnonella 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 rnethods to detect
Salmonella strains, which often contarninate these
dry pr,oducts. The experiments -were carried out 25o,
37o and 43oC. and on different media. The best re-
sults were obtained on the rnediurn with 100ń of ram
blood under anaerobic conditions and 48 hrs preincu-
,bation period. Tl-rel,e were found 6 species of Sal,mo-
nella, i.Ó. S. derby, S. oranienburg, S. senftenberg, S.
tenessee, S. havana, and S, cubana.

Przystosowonie dioskopu do liczenio łysinek

w hodowloch komórek

cy r,orzńwór PLar[<erna z do,datIkiem 10% swolv'i,cy eielę-
cef , zmriesaany rw sóosiunl<u 1:1 z 20ń melyl,o,celutrolzą
(2). Ten ostatni składnik zapobiega uwalnianiu się

Ry,c. 2, Przygoto;wany do prracy ilrzuńnfi,k Prnofifl B-4.
Wi,dLorclzna rlam,lrra z prtoibów&ą.

wiIrrus,a i zakiłżarniu irnyidh lkrolrnórek. Ły,si,niki p,rzerd-
stia,w,iają ofi<rągłe o różne j wi,eikośoi niezabanrwi,otne
mireJsca uszkoldzornych,kornórelk Lrra tle zalbarr,wioollych
(ozerrwierrr5'ą orb,o,j ęltną) k olmórek admowych.

Oplisany w skróclie ;test znaijd,uie szeriokie zas'toso-
warue w ibadninflach wihurs,otro€ŃcznyCh, a rntiędzy dnr-

innymi przy mianorł,aniu wirusów, określaniu aktyw-
ności interferonu itp.

Ru,tyrnowe sńołsorwanie ,qpibaned metody z tlwaEli ,na
małą ;rrliell<blść łysi,neik (przy,wczesnyc{h,odrczytach),
przy dużyrn iich żągęsizqzeniu Lczynd p(dcę bardzo
żrnud]ną, męqzącą ,d[a rwzroku, a pornraldto rońn:zyrn5lwa-
rre wyrritkri ,obar,qzone są dość iznacznym błędern awięk-
szającym s,ię wraz ze zmęczeniiem ,odtdzytlu:Jącegio p!a-
,coLwnril<ia.


