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Summary

The frequency of Salmonella spp. isolation as influenced
by the time of preincubation and multiplication in se-
lective media

The frequency of Salmonella spp. isolation was com-
pared depending upon the time of preincubation and
multiplication in selective media for 24 hours. Out of
326 samples salmonellae were isolated from 161 samples.
By use of the control method the bacteria were isolated
from 128 samples (79.5 per cent). The most effective
method proved to be the C variant, i.e. preincubation
for 12 hours in buffered peptone solution (ZWP) and
for an additional 12 hours in the selective medium of
Rappaport-Vassiliadis (RV): 138 positive findings (85.7
per cent). Variant B - preincubation in ZWP medium
and subculturing of 0,1 ml of the culture after 6 hours
and again after 12 hours in the RV medium (time of
preincubation and incubation = 24 hours): salmonellae
were isolated from 123 samples (76.4 per cent). Variant
A - preincubation for 6 hours and growth in the selective
media for 18 hours appeared to be the least effective
one; this trial was discontinued after the examination
of 100 samples.

W ostatnich latach liczba zatru¢ pokarmowych, spo-
wodowanych przez paleczki Salmonella obecne w zywno-
§ci stale wzrasta (11, 12, 13). Z tego wzgledu niezwykle
istotne jest postugiwanie si¢ odpowiednio szybkimi i
czutymi metodami wykrywania tych bakterii. Pomimo
rozwoju wielu szybkich technik izolacji salmoneli tzw.
skryningowych, zadna z nich nie zostala oficjalnie uznana
za lepszg lub réwnie efektywna, co konwencjonalne metody
hodowlane. Te ostatnie sa nadal obowigzujace i zalecane
zaréwno przez Miedzynarodowa Organizacj¢ Standaryzacyj-
ng (ISO), jak i Polska Normg (1, 10). Metody hodowlane
sg jednak czasochtonne i wymagaja 4-5 dni do wyizolo-
wania i identyfikacji salmoneli z badanych prob zywnosci.

Podejmowane préby skrécenia tych metod poprzez
skrdcenie czasu przednamnazania, stosowanie bezposred-
niego namnazania, wzglednie skrécenie namnazania se-
lektywnego sa nieliczne, a ich wyniki czgsto sprzeczne
(3, 4, 5, 8, 15). Z tego wzgledu podjeto badania, ktérych
celem bylo okreslenie wplywu czasu przednamnazania i
namnazania selektywnego na czgstotliwos¢ izolacji pate-
czek Salmonella, a tym samym ustalenie, czy istnieje mo-
zliwos¢ skrécenia czasu trwania tych etap6w do 1 doby.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowily wymazy naturalnie zakazo-
nych tuszek kurczat — 220 oraz wymazy -pobierane ze
Srodowiska zakiad6w drobiarskich (z urzadzed, sprzetu,
Scian, podidg itp.) — 106. Kazda probg badano poréwnawczo

na obecno$¢ saimoneli przy pomocy standardowej metody

hodowlanej obejmujgcej etapy:

1 — przednamnazanie w zbuforowanej wodzie peptono-
wej (ZWP) w 37°C,

2 — namnazanie selektywne w podlozu Rappaport-Vas-
siliadis (RV) w 43°C,

3 — selektywna izolacja na agarze z zielenig brylantowa
i czerwienig fenolowg (BGA) 24-48 godzin w tempe-
raturze 37°C,

4 — potwierdzeniec wyniku badaniem biochemicznym i
serologicznym.

Przeprowadzono 15 serii badafi poréwnawczych, sto-
sujgc réwnolegle 4 warianty metody, réznigce si¢ czasem
trwania pierwszych dwéch etapéw - przednamnazania i
namnazania selektywnego:

K - kontrolny — 20 godzin przednamnazania w ZWP
i 24 godziny namnazania selcktywnego w RV,

A - 6 godzin przednamnazania w ZWP i 18 godzin
namnazania selektywnego w RV,

B - przednamnazania w ZWP i przeniesienie 0,1 ml
hodowli po 6 godzinach oraz po raz drugi po 12
godzinach do RV i namnazanie w nim az do osigg-
nigcia lacznego czasu przednamnazania i namnaza-
nia — 24 godzin,

C - 12 godzin przednamnazania w ZWP i 12 godzin
namnazania w RV,

Wyniki i omOwienie

Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 1. Z 326
ogétem zbadanych préb obecno$¢ pateczek Salmonella
stwierdzono w 161 (100%). W zadnym z zastosowanych
wariantow metodycznych nie osiagnigto peinej, 100% wy-
krywalnoSci. Najwickszg efektywno$¢ uzyskano w wariancie

Tab. 1. Liczba izolacji pateczek Salmoneclla w badanych wariantach

metodyeznych, w kidrych zastosowano rézne czasy przednamnaZzania
i namnazania selektywnego

Czas Czas taczny czas Liczba Liczba
przedna- | namnaza- przedna- préb LkGW
Wariant | mnazania nia mnazania badanych Ny o
. o dodatnich
w ZWP w RV |i namnazania | (w tym (%)
(h) (h) (h) dodatnich) 5
K 20 24 44 326 (161) | 128 (79,5)
A 6 18 24 100 (48) 31 (64.6)
B* o L 24 326 (161) | 123 (76,4)
12 12
C 12 12 24 326 (161) | 138 (85.7)

Objasnienie: * — po 6 godzinach przednamnazania préby w ZWP
pobierano 0,1 ml i przesiewano do podloza RV, poddajgc je inkuba-
cji. Po dalszych 6 godzinach, czyli z 12-godzinnej juz hodowli przed-
namnazanej w ZWP ponownie pobierano 0,1 ml, dodawano do hodowli
inkubowanej juz 6 godzin w RV i kontynuowano namnazanie sele-
ktywne przez dalsze 12 godzin, osiagajac laczny czas przednamnaza-
nia i selektywnego namnazania tej samej préby — 24 godzin.
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C, w ktérym przednamnazanie i namnazanie selektywne
trwaly po 12 godzin — 138 préb dodatnich (85,7%).

Za pomocg kontrolnej metody standardowej wykryto
128 préb dodatnich (79,5%). Stosujac wariant B — prze-
noszac dwukrotnie 0,1 ml hodowli po 6 i po 12 godzinach
przednamnazania do podtoza RV i namnazajac ja w nim,
az do osiggnigcia lacznego czasu przednamnazania i na-
mnazania — 24 godzin, wykryto 123 proby dodatnie (76,4%).
Po 5 seriach do$wiadczen zaprzestano badania wariantu
A - 6 godzin przednamnazania i 18 godzin namnazania
selektywnego - jako najmniej efektywnego.

W probach zywnosci, badZ Srodowiskowych, salmonele
zwykle sg obecne w niewielkich iloSciach w stosunku do
towarzyszacej mikroflory i to najczesciej w stanie oslabienia,
badz uszkodzenia na skutek zabiegéw technologicznych,
ktérym zywno$¢ jest poddawana, wzglednie dezynfekceji
— w odniesieniu do préb Srodowiskowych. Dlatego tez
w metodyce oznaczania paleczek Salmonella konieczne
jest stosowanie przednamnazania jako pierwszego etapu
badania, poprzedzajgcego namnazanie selektywne, KiGry
umozliwia regeneracj¢ tych bakterii i stwarza wigksza
szans¢ ich wykrycia (4, 6, 9). Na efektywno$¢ izolacji
salmoneli ma wplyw nie tylko ich liczebno$¢ w stosunku
do mikroflory towarzyszgcej w badanej probie, ale takze
okres trwania lag fazy i czas generacji tych drobnoustro-
jow, a takze czas trwania przednamnazania i namnazania
selektywnego. Zeby w peni wyjasni¢ te uwarunkowania
mozna postuzy¢ si¢ koncepcja Jamesona (7) tzw. pier-
wszej 1 drugiej fazy namnazania nieselektywnego, Ktorej
stuszno$¢ potwierdzily badania innych autoréw (2, 14,
17). Teza ta dotyczy dynamiki wzrostu mieszanych grup
mikroorganizmOw i zaklada, ze przebiega on dwufazowo.
Podczas pierwszej fazy rozwoju dwa mikroorganizmy na-
mnazaja si¢ niezaleznie od siebie, az jeden z nich osiag-
nie pewien maksymalny poziom, okreslony jako ,stezenie
molarne”, a oznaczajacy faz¢ stacjonarng; w lym momen-
cie rozpoczyna sie druga faza namnazania, podczas ktorej
organizm bedacy w mniejszoSci kontynuuje namnazanie
i po pewnym czasie osigga poziom dominujacej wczesniej
bakterii. Czas osiggnigcia pierwszej, a nast¢pnie drugiej
fazy namnazania uzalezniony jest od poczatkowej iloSci
mikroorganizméw — tak salmoneli, jak i mikroflory to-
warzyszgcej oraz ich wzajemnych proporcji, a ponadto
od czasu trwania ich lag fazy 1 czasu generacji.

Jesli ilo§¢ mikroflory towarzyszacej w prébie niewiele
bedzie przewyzszata liczbe salmoneli, jedne i drugie za-
czng namnazaC si¢ po zakoficzeniu ich lag faz. W mo-
mencie, gdy mikroflora towarzyszaca osiggnie poziom
maksymalny — stan réwnowagi, zakoficzy si¢ 1 faza na-
mnazania, a rozpocznie 1I faza — dalsze namnazanic
paleczek Saimonella i mozliwe bedzie osiagnigcie przez
te ostatnle ]eszcze w etapie przednamnazania liczby —
10 a nawet 10 /g Witedy etap namnazania selektywnego
bylby konieczny jedynie do redukcji mikroflory towarzy-
szacej (17, 18). Czas przednamnazania w takim przypad-
ku, jak réwniez czas namnazania selektywnego mozna
byloby skréci€, bowiem zgodnle z wynikami badan van
Leusdena i wsp. (16) — 10%, 10* 1ub wyzsze liczby sal-
moneli na mililitr muszg osxqgnqé taki poziom na koniec
okresu przednamnazania, aby w trakcie namnazania sele-
ktywnego, po redukcji mikroflory towarzyszacej, mozliwe
bylo wykrycie paleczek Salmonella na podiozach stalych.

Duze zakazenie mikroflora towarzyszacg moze Spowo-
dowa¢ co prawda, ze I faza namnazania zakoficzy si¢
szybciej, lecz nastgpujacy w II fazie wzrost salmoneli
moze okaza¢ si¢ niedostatecznie wysoki ze wzgledu na
wydluzenie czasu generacji, jak tez oddzialywanie namno-
zonej juz mikroflory (szkodliwe oddziatywanie produktow
jej metabolizmu). Dalszy wzrost paleczek Salmonella, w
etapie namnazania selektywnego, moze nastgpi¢ jedynie
przy dostatecznej redukcji mikroflory towarzyszacej (17).

Van Schothorst i Renaud (17) wykazali, ze liczba mi-
kroflory towarzyszacej nie moze przewyzszaC liczby salmo-
neli 0 3 rzedy wielkodci, na koniec okresu namnazania w
podiozu RV, aby izolacja tych ostatnich na podlozu BGA
byla mozliwa. Skrécenie czasu przednamnazania, badz na-
mnazania selektywnego, wydaje si¢ by¢ w takim przypadku
ryzykowne dla skutecznosci izolacji salmoneli. Nadmierne
skrécenie etapu przednamnazania sprawi¢ moze, ze salmo-
nele nie zregenerujg si¢ i nie namnoza w odpowiedniej
ilosci, natomiast skrécenie etapu namnazania selektywnego
moze sprawi¢, ze mikroflora towarzyszaca nie zostanie
zredukowana w dostatecznym stopniu.

Potwierdzeniem tych rozwazan sg wyniki badan wlas-
nych osiggni¢te w wariancie A. Czas przednamnazania
— 6 godzin — byl za krotki dla regeneracji i wzrostu
salmoneli, uniemozliwiajac ich izolacj¢ na podlozach sta-
fych. Wyniki te pozostaja w zgodzie z wynikami badan
D’Aoust i Maishment (3).

Rezultaty uzyskane w wariancie B, gorsze w pordwna-
niu z metodg kontrolng i wariantem C, dowodzs, Ze
zastosowane tu warunki przednamnazania i selektywnego
namnazania byly niewlasciwe. Po 6 godzinach przedna-
mnazania w ZWP komorki salmoneli nie byly jeszcze
zregenerowane, ani tym bardziej namnozone, podczas
gdy z pewnoScia nastgpito namnozenie mikroflory towa-
rzyszacej. Wprowadzenie 0,1 ml takiej hodowli do pod-
foza RV moglo spowodowal cz¢$ciowe zredukowanie tej
mikroflory. Jednakze dodanie po dalszych 6 godzinach
nastepnej porcji przednamnozonej hodowli, tym razem
juz 12-godzinnej sprawito, ze liczba ich ponownie wzrosta
i jakkolwiek liczba salmoneli w tej drugiej porcji takze
byla wyzsza, w koficowym efekcie okazalo si¢, ze stosunek
jednych bakterii do drugich pozwalat na wkrycie salmo-
neli w badanych probach.

Najbardziej interesujace wyniki uzyskano stosujac wa-
riant C. Wskazujg one, ze mozliwe jest skrocenie czasu
przednamnazania, jak i namnazania selektywnego tak, ze
Iacznie te dwa etapy trwaja 1 dobe. Czas 12 godzin
przednamnazania z ZWP wydaje si¢ by¢ wystarczajgcym,
by komoOrki salmoneli ulegly regeneracji i namnozyly si¢
w dostatecznym stopniu w stosunku do liczby mikroflory
towarzyszgcej. Prowadzone przez nastgpne 12 godzin na-
mnazanie selektywne pozwalalo na poprawienie ich wza-
jemnych proporcji na tyle, ze uzyskiwano lepsze rezultaty
w czestotliwo$ci izolacji salmoneli z badanych prob, niz
w metodzie kontrolnej. Wyniki te wymagaja jednak dal-
szych badafi i dalszych potwierdzen na bardziej rézno-
rodnych prébach Zywnosci i znacznie wigkszej ich liczbie.
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Przypadek urospermii u ogiera
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Summary

A case of vrospermia in a stallion

A case of urospermia in a stallion aged 10 years,
coming from the Wielkopolska breed, has been described.
The condition resulted in a low efficiency of the semen.
Its first fractions were of yellow colour and, in the
plasma, an increased level of urea (16.4 mml per 1 I)
and creatinine (584 ummol per | 1) were stated. The
libido of the animal was normal; however, the quality
of the semen was poor compared with the prior seasons.

Obok nieprawidtowych skladnikéw nasienia ogiera, ta-
kich, jak: krew — haemospermia (20), czy ropa — pyo-
spermia (4, 7), moze wystapi¢ tez mocz — urospermia.
Przypadlos¢ ta wystepuje wprawdzie rzadko u koni, nie-
mniej jednak jest zaburzeniem bardzo klopotliwym, mo-
gacym w znacznym stopniu uposledza¢ plodno$¢ samcow
tego gatunku zwierzat (13, 19). Niniejszy opis przypadku
obecnosci moczu w ejakulacie ogiera stanowi pierwsze tego
typu opracowanie w krajowym piSmiennictwie naukowym.

Opis przypadku

Ogier rasy wielkopolskiej, w wieku 10 lat, jako nie-
przydatny w sporcie, zostat przekazany do rozrodu do
jednej z krajowych stadnin koni. Byt w dobrej kondycji
1 utrzymaniu, bez podejrzed w przesziosci o urazy lub
infekcje dr6g moczo-piciowych. W pierwszym sezonie
kryl skutecznie, natomiast w drugim, opisywanym, tylko w
30% (z 15 pokrytych klaczy tylko 5 zostalo zazrebionych).
Niska skuteczno$¢ krycia byta powodem zgloszenia ogiera
do badan przed zakoficzeniem sezonu rozrodczego w
maju (oznaczono jako badanie II) w celu ustalenia przy-
czyny tych niepowodzen. Przeprowadzono badanie kliniczne
wraz z oceng narzadow plciowych i analizg odruchéw
piciowych oraz szereg badafi hematologicznych i semi-
nologicznych. Oprécz tego pobrano mocz do analiz oraz
prob bakteriologicznych wedhug zaleceri podanych wezes-
niej (4). Ejakulat pobierano przy pomocy sztucznej po-
chwy, pozwalajacej na obserwacjg poszczegdlnych jego
frakeji (18). Uzyskane nasienie (tylko pierwszy ejakulat,

gdyz w czasic kolejnych skok6éw ogier oddawat bezplemni-
kowe frakcje silnie zanieczyszczone moczem) poddawano
nast¢pnie ogdlnie przyjetej analizie makro- i mikrosko-
powej. W osoczu nasienia natomiast okre§lano aktywno$¢
fosfatazy zasadowej metoda optymalizowana przy uzyciu
zestawu Bio-Test, Lachema, zawartos¢ bialka catkowitego
metodg biuretowy, a st¢zenie mocznika i kreatyniny apa-
ratem Ektachem DC 60 firmy Kodak.

Badania wykazaly, ze stan kliniczny ogiera (w tym
narzgdéw plciowych) nie odbiegal od normy, a wyniki
analizy krwi i moczu byly w zakresach uznanych za
prawidiowe dla tego gatunku zwierzat. Badaniem bakte-
riologicznym nie stwierdzono obecnosci bakterii choro-
botwérczych w wymazach z napletka i pracia, w plynie
przedejakulacyjnym i w nasieniu oraz w cewce moczowej
(po ejakulacji), a takze w moczu. Ogier oddawal nasienie
prawidlowo z tym, ze pierwsza cz¢$é ejakulatu byta w
sposob widoczny zanieczyszczana moczem, natomiast nig-
dy nie zauwazono moczu we frakcji §luzowej. Jakos¢ tego
nasienia byla bardzo niska. Wyniki badan przedstawiono
w tab. 1. Dla poréwnania zestawiono je z wynikami
uzyskanymi w czasie badania ogiera w czerwcu, w po-
przednim sezonie rozrodczym (oznaczono jako badanie I).

Omoéwienie

Reakcje piciowe ogiera w czasie I i II badania byly
podobne, a przedstawione wielkoSci miescily sie w za-
kresach uznanych za normalne (2, 11). Takie zachowanie
bylo wige typowe, gdyz jak podajg inni autorzy opisujacy
ten problem, ogiery dotknigte urospermia posiadajg ge-
neralnie normalne /ibido i oddaja nasienie prawidlowo
(13, 19). Obecnos¢ moczu, jego ilo§¢ moze mie¢ jednak
decydujacy wplyw na barwe¢ i zapach ejakulatu oraz na
jego odczyn.

U badanego ogiera, w poréwnywanym okresie, szcze-
golnie wyrazna byla zmiana barwy i pH nasienia. Jak
wykazaly badania Bielaniskiego (1) ejakulat ogieréw jest
przewaznie mlecznobialy (57,2%), a tylko w niewielkim
odsetku mlecznozoty (0,8%). Zapach ma specyficzny,
nieco zblizony do woni potu kofiskiego, ktéry ulega wy-
jatkowo zmianom przy duzej iloSci takich zanieczyszczefi,



