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Adaptacja metody ADA do

oznaczania drobnoustrojéw

Aeromonas w miesie

Sekcja Higieny Zywnosci Instytutu Zdrowia Publicznego i Ochrony Srodowiska, 3720 BA Bilthoven, Holandia

Wobec wzrostu zainteresowania drobnoustro-
jami z rodzaju Aeromonas jako czynnikiem wy-
wolujgcym zatrucia pokarmowe u ludzi, pro-
wadzone sg liczne badania nad metodami wy-
krywania tych bakterii (6). W zaleznoéci od
rodzaju materiatu, w ktérym oznacza sie obec-
no$¢ lub liczbe omawianych drobnoustrojow
proponowane sg rézne warianty podtozy (2, 10,
12, 13). Wymienione prace dotycza oznaczania
bakterii Aeromonas w kale w $rodowisku ich
naturalnego bytowania, czyli w wodzie. Nie-
wiele jak dotychczas istnieje sposobow ozna-
czania tych bakterii w zywnos$ci (4, 8).

Podloze Ampicylin Dextrine Agar (ADA)
wraz z zestawem kilku testow biochemicznych
(wytwarzanie oksydazy, typ rozktadu weglo-
wodandéw w podlozu pélpltynym, ruch, rozklad
glukozy z wytworzeniem gazu lub bez, rozklad
eskuliny) stanowi metode opracowons dla oz-
naczania drobonoustrojow Aeromonas w wo-
dzie (3). Ukladem roéznicujgcym tego podloza
jest dekstran wraz z blekitem bromotymolo-
wym oraz — jako dodatek substancji hamuja-
cych namnazanie sie¢ mikroflory towarzyszacej
— zastosowano dezoksycholan sodu (100 mg/l 1)
oraz ampicyline (10 mg/1 1). Wymienione wy-
zej testy biochemiczne umozliwiajg potwierdze-
nie i réznicowanie na poszczegdlne gatunki
(A. hydrophila, A. sobria, A. caviae) wyizolowa-
nych szczepéw Aeromonas. Poniewaz podloze
ADA wraz z zestawem testow biochemicznych
okazatlo sie zadowalajgce w badaniach silnie za-
kazonych wod powierzchniowych, podjeto pra-
ce, ktorej celem bylo sprawdzenie przydatnos-
ci tej metodyki w przypadku iloSciowego ozna-
czania bakterii Aeromonas w miesie.

Podjeto rdwnoczesnie proby modyfikacji wa-
runkéw inkubacji oraz skladu podiloza w celu
optymalnego dostosowania go do badania miesa. »

Materiat i metody

Badana przeprowadzono na 14 prébkach miesa wo-
lowego, 17 miesa wieprzowego i 19 miesa ryb. Po
zmieleniu prébek sporzadzono homogenizat (10 g préb-
ki na 100 ml plynu do rozcienczen), ktéry nastepnie
zakazano znanymi szczepami Aeromonas. W tym celu
namnazano wybrany szczep Aeromonas w 9 ml bu-
lionu zwyklego przez 24 godz. (zakladajae, ze po tym
czasie liczba komoérek bakteryjnych w 1 ml podloza
wynosi okolo 108) i wykonywano kolejne (105—101) roz-
cieniczenia wedlug ogélnie przyjetych zasad. Z trzech
ostatnich rozcienczen wysiewano po 0,5 ml na 2 piyt-
ki podloza ADA i po inkubacji w temp. 30°C przez
24 godz. otrzymywano 102—103 kolonii z rozcieticzenia
o czystej hodowli, 101—102 kolonii z rozcieAczenia 7

*) Praca wykonana w czasie stazu naukowego

oraz 10 kolonii z rozcienczenia 8. Nastepnie z rozcien-
czen 6 i 7 wprowadzano po 1 ml do 2 probowek z 9 ml
homogenizatu danej probki. Po doktadnym wymiesza-
niu, wysiewano po 1 ml z kazdej z 2 probowek
zakazonego homogenizatu na 2 plytki podloza ADA.
Rownolegle wykonywano badania ilosciowe tych
samych probek miesa naturalnie zakazonych. Po
inkubacji, przeprowadzonej jak podano wyzej, liczono
charakterystyczne dla drobnoustrojow Aeromonas
z6le kolonie.

Uzyskiwane ilosci drobnoustrojéw Aeromonas w
prébkach sztucznie zakazonych poréwnywano z liczba
tych bakterii otrzymywang z odpowiednich rozcien-
czen czystej hodowli. Ponadto otrzymywane ilosci bak-
terii Aeromonas w prdbkach sztucznie zakazanych
zmniejszano o liczbe tych bakterii stanowigcg natural-
ne zakazZenie badanych prébek, Procent odzyskiwa-
nych bakterii w tych samych prébkach réwnolegle
zakazonych z rozcienczen 6 i 7 czystej hodowli wy-
liczano osobno dla kazdego z tych rozciehczen.

Oproécz tego wykonano krétkie serie doswiadczen,
poréwnujac zalewows i powierzchniowa metode wy-
konywania posiewdw ilosciowych, beztlenowe i tle-
nowe warunki hodowli oraz temperatury inkubacji
20°C i'30°C. Zbadano takze wplyw rb6inej zawar-
tosci ampicyliny w podiozu (10, 15, 20, 25 mg/l 1)
oraz dodatku 10 mgfl 1 polimyksyny zamiast ampi-
cyliny.

33 wybrane szczepy drobnoustrojow rodzaju Aero-
monas wyizolowane z prébek naturalnie zakazonych
z potwierdzeniem ich przynaleznoéci do tego rodzaju
i zréznicowaniem na poszeczegblne gatunki przy pomo-
cy krotkiego zestawu testéw, poddano szczegdélowym
badaniom biochemicznym. Oznaczono ich zdolno$é do
rozkladu argininy, lizyny, ornityny, érabinozy, arbu-
tyny, wytwarzania indolu, siarkowodoru, lecytynazy
oraz reakcje Voges-Proskauera.

Wyniki i oméwienie

W tab. 1 wyrazone sg w procentach ilosci
Aeromonas uzyskane w probkach sztucznie za-
kazonych w pordéwnaniu do ilosci tych bakterii
w czystej hodowli. W wiekszosei przypadkow
iloéci te nieznacznie przekraczaja 100%, ponie-
waz wiele probek oprocz bakterii \wsiewanych
zawieralo rowniez bakterie pochodzenia natu-
ralnego. Nieco nizszy procent cdzyskiwanych
drobnoustrojéw w prébkach wieprzowiny spo-
wodowany jest silniejszym ich zakazeniem mi-
kroflorg towarzyszacg. W miesie ryb drobno-
ustroje Aeromonas zdobywaty tatwiej przewage
nad mikroflorg towarzyszacg, co stalo sie praw-
dopodobnie przyczyng wyzszej liczby odzyski-
wanych bakterii.

Pordéwnujac zalewows i powierzchniowa me-
tode posiewdw ilosciowych stwierdzono wieksza
liczbe kolonii dekstrozo-dodatnich w metodzie
zalewowej. W badaniach biochemicznych wy-
izolowanych szczepéw wykazano jednak, ze me-
toda ta dawata duze ilosci falszywie dodatnich
reakcji wywolanych przez Enterobacteriaceae
i Pseudomonaceae.
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Tab. 1. Ilo$¢ odzyskiwanych drobnoustrojéow Aeromo-
nas na podlozu ADA, w probkach sztucznie zakaza-

nych
| Procent bakterii w proéb-
kach w stosunku do ilo-
$ci bakterii w rozcien-
Rodzaj prébek czemuhgdlo\zﬂiczystej
| roze. 6 roze. 7
ST B o A Rl |l sl T M o e
Mieso wolowe 101 102,6
Mieso wieprzowe 99.5 100.2
Mieso ryb 1225 100,7

Nie stwierdzono istotnych roznic w ilosciach
drobnoustrojéw Aeromonas w probkach sztucz-
nie i naturalnie zakazonych, przy porownaniu
beztlenowych i tlenowych warunkéw inkubacji.
Tak wiec warunki tlenowe, jako prostsze tech-
nicznie, uznano za wlasciwe. Natomiast wyz-
sze ilosci tych droboustrojéw uzyskano w tem-
peraturze inkubacji 30°C w poréwnanip z temp.
20°C. Obnizenie temp. inkubacji do 20°C nie
wplynelo na spodziewane zmniejszenie wzrostu
mikroflory towarzyszgce]j.

Ampicylina jest antybiotykiem, na dziala-
nie ktorego bakterie Aeromonas sa w zasadzie
oporne. Wskazano (9) jednak, ze dodatels 30
mg/l | tego antybiotyku do podloza moze ha-
mowaé¢ wzrost niektorych szezepéw Aerciionas.
Prébowano wiec dostosowaé poziom ampicyli-
ny tak, aby uzyskat efekt zahamowania wzro-
st1 mikroflory towarzyszgcej, bez szkody dla
wzrostu bakterii Aeromonas. Stwierdzono, ze
dodatek 15, 20, 256 mg ampicyliny do 1 1 podloza
zamiast dotychczasowej dawki 10 mg, nie

wplywal istotnie ani na ilo§¢ uzyskiwanych,

bakterii Aeromonas, ani nie hamowal wzrostu
mikroflory towarzyszacej. Prébowano rowniez
zastgpi¢ ampicyline polimyksyna, kiéra nie jest
wymienona w pismiennictwie (L, B, 7, 9, 11),
7ze hamuje wzrost drobnoustrojow Aeromonas.
twierdzono, ze dodatek 10 mg/1 1 tego anty-
‘biotyku hamowal wzrest badanego szczepu
A. hydrophila i A. caviae.

Z powyzszych wynikéw mozna wyprowa-
dzi¢ wniosek, ze podloza i warunki hodowli
stosowne w hadaniu wody sa rdéwniez przydat-
ne do badania miesa. Mimo, ze nie udalo sie
zmniejszy¢ namnazania mikroflory towarzyszg-
cej, to jednak stwierdzono, ze na badanym
podiozu ADA latwo jest odréznié kolonie Aerc-
monas od kolonii innych bakterii ze wzgledu
na ich wielkosé i barwe.

Szczegdlowymi badaniami biochemicznymi
33 losowo wybranych szczepow Aeromonas po-
twierdzono ich przynalezno$¢ do poszczegdl-
nych gatunkoéw, okreslong przy pomocy krot-
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kiego zestawu testéw Uzyskano wiec obiema
metodami wyniki zgodne. Zatem podtoze ADA
wraz z krotkim zestawem testéw biochemicz-
nych stanowig prosty 1 wlasciwy schemat ozna-
czenia drobnoustroiow Asgromonas w miesie.
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OcyxoBckaa 2., Bexepc TI., Cenropo II. — Mecaenmo-
BaHUS METO[a OIpPee/ieHHs MHKPOOPraHyu3MOB M3 PO-
a2 Aeromonas B Msiace

ITenp MCCISOOBAHMIZ COCTOANA B IIPUCIOCOOIEHUN
nurartenbHoM cpexnpl ADA (Ampicillin Dextrine Agar),
JMCIIONB3YEeMOM AJIA KOJIWYECTBEHIHOTO ONPENeJICHUS Mu-
KDPOOPTaHM3MOB Aeromonas B BOJAE, K MCCIEIOBAHUAM
comepIkanua 9Tux OakrTepuit B wMAce. McenenoBanmsa
3aKJII0YaIMCh B CPABHUBAHUU DPEKYNIEPUPYEMBIX KOJIU-
YecTB MMKDPOOPraHM3MOB Aeromonas M3 IIpod, MCKyc-
CTBEHHO MHMUIUPYEMBIX, C UMCJIOM 9TUX OaKTepuil B
YYCTOW KYJAbTyDe INTaMMa, KOTOPBLIM WHGUIMDOBAINU
npobrl. KpoMe TOro, cpaBHMBAJIM aHapPobHBIE M a3-
pofHabLle YCIOBMsI KYJABTYPBI, TEMIepaTyPb! MHKYyOanum
20°C m 30°C ,pa3Hoe cojepIKHAME aMIMDMIIAMHA, a
ragxke pobaBrky nmonumMurcemza B cpepe. Konmgectsa
pekynepupyeMuix GakKTepuit Aeromonas TpM IpuUMe-
HAeMbIX B MCCJIENOBaHMM BONbI B YCIOBUAX KYJNBTY-
pbl (MHEKybamus B aspobupix yemosuax B Temm. 30°C,
cpena ¢ mobaBkoit 10 mr/n aMOyIMILIMHA) — B clydae
roBaAnHELI coctaBasanayu 101,8%, ceununer — 99,8% u pri-
61 — 111,6%. IlomydeHHbIe Pe3yJbTAThI YKa3bIBAIOT,
4yTo cpega ADA ¢ nabopoM HeCKOJIBKMX Ouoxumumuec-
K1 TeCcTOB (oOpa3oBanye OKCUIA3LI, THUHO DPa3J0KEHUS
YIJIeBOAOBI, Pa3JIOKeHMe TJIKO03bI ¢ 00pa30BaHMeM ra-
3a, Pa3yOlKeHMe 3CKYyJauHa), IMO3BOJAIIUNX auddepern-
IUPOBATE MMKPOOPTaHM3MBI Aeromonas Ha OTAesIbHbIe
BUILI, IPUTOOHA K KOJWYECTBEHHOMY OIIPEISIICHMIO
paccMaTpuBaeMbIX OakTepuii B MsAce.

Osuchowska E., Beckers H., Scentoro P. — Adapta-
tion of the ADA method to defermine Aecromonas in
meat

The objective of the studies was to adopt the ADA
agar (Ampicillin Dextrine Agar) used to a quantita-
tive determinations of Aeromonas sp. in water to de-
termination of the content of these bacteria in maet.
The examination were based on comparisons of the
number of recovered Aeromonas bacteria from sam-
ples artificially polluted with the number of this bac-
erium in a pure culture used to pollute an examined
sample. Moreover, anaerobic and aerobic conditions
of bacterial growth, temperatures of incubation 20°C
and 30°C, various concentrations of ampicillin and
an addition of polimyxine to a growth medium were
compared. The number of recovered Aeromonas using
the conditions of growth applied in water examina-
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tions (serobic incubation at 30°C, growth medium
containing 10 mg of ampicilling) in a case of a beef
meat was 101.8%, pork meat 99.8%, and fish meat
111.6%. The obtained results peint that the ADA
medium combined with a kit of certain biocchemical
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tests (oxidase production, type of polysaccharide de-
gradation, fermentation of glucose with or without
gas production, splifting of aesculine) which enable
fo differentiate the Aeromonas bacteria may be used
to quantitative determination of Aeromonas in meat.

Ocena stanu bakteriologicznege glukozy

vzywanej do peklowania migsa

Zaktad Higieny Produktdéow Zwierzecych Instytutu Weterynarii,
Al, Partyzantow 57, 24-100 Pulawy

Surowce pomocnicze uzywane w przetwor-
stwie miesa 1j. przyprawy, woda, substytuty
hiatkowe, sacharoza, glukoza wywieraja wyraz-
ny wplyw na zanieczyszczenia bakteryjne pro-
duktow miesnych (2, 7). Z ostatnio epubliko-
wanych danych (4) wynika, ze glukoza krysta-
liczna stosowana do sporzadzania solanek pek-
lujacych moze stanowi¢ powazne zrodlo zanie-
czyszezenia szynek pasteryzowanych przelrwal-
nikujaeymi laseezkami beztlenowymi. Wart
odnotowania jest fakt, ze obowiazujaca obecnie
norma jako$ciowa (5) nie okresla wymagan
hakteriologicznych dla glukozy krystalicznej
uzywanej w przemysle migsnym do sporzadza-
nia solanek peklujacych. Z dostepnego pis-
miennictwa krajowego wynika réwniez, ze stan
milkrobiologicznego zanieczyszcezenia tego weg-
lowodanu nie byl przedmiotem zainteresowa-
nia badaczy.

W zwiazku z powyzszym podieto badania,
ktorych celem bylo okreélenie stanu bakteryi-
nego zanieczyszezenia glukozy uzywane] do
peklowania migsa. Ponadto postanowiono ok-
reslic wpltyw réznych pozioméw glukozy w po-
zywee Wrzoska na zdolnose wzrostu bakterii
rodzaju Clostridium, Badania te pozwola odpo-
wiedzieé na pytanie, czy dodatek 1 g gluko7v
do podloza Wrzoska nie stwarza w tej pozywee
érodowiska hamujacego rozwdj beztlenowych
laseczek przetrwalnikujacych.

Materiat i metody

Przedmiotem badan bakteriologicznych bylo 10 pré-
hel glukozy krystalieznej pobranyeh z réznych partii
produkcyjnych fego materialil,. Weglowodan ten uzy-
wany byt do sporzadzania solanki w zakladach mies-
nych, Wszystkie partie badanego materiatu nochodzity
2 iednego zakladu produkeyjnego. kiéry produkuie
ten cukier na bazie skrobi ziemniaczanej. Przeprowa-
dzono nastepujace oznaczenia:

a) ogblna liczbe bakterii tlenowych mezofilnych w

1g.

b) liczbe przetrwalnikujaeych bakterii tlenowych w
1 g,

¢) liczbe i miano przetrwalnikujacych laseczek bez-
tlenowych.

Powyzsze oznaczenia wykonano zgodnie z obowia-
zujgcymi zasadami postepowania (2, 6), z wyiatkiemn
badania w kierunku ohecnosci przetrwalnikujacych
laseczek bezilenowych w 1 g glukozy. W badaniu tym,
celem wyeliminowania hamujgcego oddzialywania wy-

sokich stezen glukozy na wzrost laseczek rodzaju Clo-
stridinm, zwiekszono objetosé pozywki Wrzoska do 40
ml. W ten sposdb uzyskano w pozywece 2.5% lkoncen-
tracje tego cukru, ktora nie wykazywala wilasciwosci
inhibicyjnych wzrostu. Ponadto, podobnie jak w pracy
poprzedniej (4), do zestawu podlozy zalecanych normé
(5) do izolowania laseczele Clostridiwm wlaczono agar
pdzywezy (Difce) z dodatkiem 10% krwi konskiej oraz
podloze agarowe Brucella (Ixoid) wzbogacone takze
10% dodatkiem krwi konskiej.

Wyizolowane na podlozach agarowych szczepy bez-
tlenowych laseczek przetrwalnikujacych przesiewano
kilkakrolnie az do oirzymania czystych kultur. Wyo-
sobnione szezepy laseczek rodzaju Clostridium spraw-
dzana na zdolnoéé wytwarzania przetrwalnikéw i ich
uniiejscowienie w komdéree, Okreslono takze ich zdol-
rnée rozikiadu arabinozy, eskuliny, fruktozy, galakiozy
glukozy, glicerolu, ksylozy, laktozy, maltozy, mannitolu.
rafiniozy, skrobi, sorhitolu, sacharozy i trehalozy.
Badano takize zdolnodé wyizelowanych szezepdw do
wylwarzania indolu, ureazy i siarkowodoru oraz whas-
ciwosel proteolityczne w odniesieniu do zelatyny 1 ka-
zelny., Badania cech biochemicznych przeprowadzono
wg metedy Beerensa (2).

W trakeie badan wylonilo sie takie zagadnienie
wymagajace sprawdzenia w jakim stopniu dodatek 1
g glukozy do probowki z podiviem Wrzoska oddzialy-
wije hamujaco na warost beztlenowych laseczek
przetrwalnikowych (wynild falszywie ujemne).

W zwiszku z powyzszym postanowiono okreslié
zdolnosé wzrostu  wyizolowanyeh laseczek rodzaju
Clostridium w podlozu Wrzoska zawierajacym rozne
stezenia tego weglowodanu tj. 12,5%, 10.0%, 7.5%,
500 2.5% i 0V, Probki z pozywka Wrzoska o odpo-
wiedniej koncentracji glukozy po dodaniu do kazdej
2 nich co 13108 komorek CL pasteurianum inkubowa-
no w temp. 37°C w warunkach beztlenowych. Wynik
odezytywano po 48 i 72 h inkubacji.

Wyniki i omowienie

Ksztaltowanie sie poziomdw ilosciowego i ja-
kogciowego zanieczyszezenia glukozy mikroflo-
ra tlenowa i beztlenowg oraz charakterystyke
wyizolowanych szczepow betlenowych laseczek
przetrwalnikujacych przestawiono w tab. 1—3.

Jak wynika z danych tab. 1 na ogotem zbada-
nych 10 probek glukozy we wszystkich przy-
padkach stwierdzono' wystepowanie bakterii
tlenowych i beztlenowych. Nalezy jednakze
podkreslié, ze ogdlna liczba bakterii tlenowych
mezofilnych oraz liczba bakterii tlenowych
przetrwalnikujacych byta niewielka i w zadnej
z badanych prébek nie przekroczyla 100 cfu/g.

Poziom zanieczyszezenia badanych probek
glukozy beztlenowymi laseczkami przetrwalni-
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