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Wpływ czasu przednamnażania
i selektywnego namnażania

na częstotliwoŚĆ izolacji pałeczekSalmonella
Katedra IIigieny Produktów Zwierzęcych Wydziału Weterynaryjnego AR-T, ul. Oczapowskiego 14, 10_957 Olsztyn-Korlowo

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 1_61 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 ZY,IP 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 zatruć pokarmowych, spo-
wodowanych przez pałeczki Salnlonella obecne w żywno-
ści stale wzrasta (1,1, 72, 13). Z tego względu niezwykle
istotne jest posługiwanie się odpowiednio szybkimi i
czuĘmi metodami wykrywania tych bakterii. Pomimo
rozwoju wielu szybkich technik izolacji salmoneli tzw.
skryningowych, żadna z nich nie została oficjalnie uznana
za|epszą lub równie efektywną, co konwencjonalne metody
hodowlane. Te ostatnie są nadal obowiązujące i zalecane
zarówno pr zez Międ,zynarodową Organizacj ę S tandaryzaryj -

ną (ISO), jak i Polską Normę (1, 10). Metody hodowlane
są jednak czasochłonne i wymagają ą-S dni do wyizolo-
wania i identyfikacji salmoneli z badanych prób żywności.

Podejmowane próby skrócenia tych metod poprzez
skrócenie czasu przednamnażania, stosowanie bezpośred-
niego namnażania, względnie skrócenie namnażania se-
lektywnego sa nieliczne, a ich wyniki często sprzeczne
(3, 4, 5, 8, 15). Z tego względu podjęto badania, których
celem było określenie wp,Ęrłu czasu przednamnażania i
namnażania selektyrvnego na częstotliwość izolacji pałe-
czek Salmonella, a tym samym ustalenie, czy istnieje mo-
żliwość skrócenia czasu trwania tych etapów do 1 doby.

Materiał i metody

Materiał do badań stanowĘ vrymazy naturalnie zakażo-
nych tuszek kurcząt - 2ZO oraz wymazy ,pobierane ze
środowiska zakładów drobiarskich (z urządzefl,, sprzętu,
ścian, podłóg itp.) - 706. Każd,ąpróbę'badanó poróńa*bzó
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na obecność salmoneli przy pomocy standardowej metody
hodowlanej obejmującej elapy:
1 - przednamnażanie w zbuforowanej wodzie peptono-

wej (ZWP) w 37oC,
2 - namnażanie selektywne w podłożu Rappaport-Vas-

siliadis (RV) w 43'C,
3 - selektywna izolacja na agarze z zielenią brylantową

i czetwienią fenolową (BGA) 24-48 godzin w tempe-
ratlrz,e 37oC,

4 - potwierdzenie wyniku badaniem biochemicznym i
serologicznym.
Przeprowadzono 15 serii badań porównawcrych, sto-

sując równolegle 4 warianty metody, różniące się czasem
trwania pierwszych dwóch etapów - przednamnażania i
namnażania selektywnego:
K - kontrolny - ż0 godzin przednamnażania w ZWP

i 24 godziny namnażania selektywnego w RV,
A - 6 godzin przednamnażania w ZWP i 18 godzin

namnazania selektywnego w RV,
B - przednamnażania w ZWP i przeniesienie 0,1 ml

hodowli po 6 godzinach oraz po raz drugi po 12
godzinach do RV i namnażanie w nim aż do osiąg-
nięcia łącznego czasu przednamnażańa i namnaza-
nia - 24 godzin,

C - 72 godzin przednamnażania w ZWP i 12 godzin
namnazania w RV.

Wyniki i omówienie

otrzymane wyniki przedstawiono w tab, 1. Z 326
ogółem zbadanych prób obecność pałeczek Salmonella
stwierdzono w 161 (100%). W zadnym z zastoso\^/anych
wariantów metodycznych nie osiągnięto peŁrej, 1OO% wy-
krywalności. Największą efektywność uąlskano w wariancie

Tab. 1. Liczba izolacji pałeczek Saltnonella w badanych wariantach
metodycznvch, w któryCh Zastosowano różne czasy przednamnażania

i namnażania selektlvnego

Wariant

Czas
pnedna-
mnażanla
w ZWP

(h)

Czas
namnaza-

nta
wRV

(h)

Łączny czas
przedna-
mnażania

i namnażania
(h)

Liczba
prób

badanych
(w tym

dodatnich)

Liczba
wyników
dodatnich

(%)

K 20 24 44 3ż6 (767\ |28 (79,5

A 6 18 24 100 r48,) 31 646

B*
6 18 u 326 (1,67) t23 (76,4)
72 12

C 12 12 24 326 (767\ 738 (85.1

Objaśnienie: * - po 6 godzinach przednamnażania próby w ZWP
pobierano 0,1 ml i przesiewano do podłoża RV, poddając je inkuba-
cji. Po dalszych 6 godzinach, czyl,i z 7Z-godzinnej już hodowli przed-
namnażanej w ZWP ponorł,nie pobierano 0,1 ml, dodawano do hodowli
inkubowanej już 6 godzin w RV i kontynuowano namnażanie sele-
kĘwne przez da|sze 72 godzin, osiągając łączny czas przednamnaża-
nia i selektpvnego namnźania tej samej próby - 24 godzin.
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C, w którym przednamnażanie i namnażanie selektywne
tnłały po 12 godzin - 138 prób dodatnich (85,7%).

Za pomocą kontrolnej metody standardowej wykryto
128 prób dodatnich (79,5%). Stosując wariant B - prze=
nosząc dwukrotnie 0,1 ml hodowli po 6 i po 12 godzinach
przednamnażania do podłoża RV i namnażając ją w nim,
az do osiągnięcia łącznego czasu przednamnażania i na-
mnazania - ż4 godzin, wykryto 723 próby dodatnie (76,4%).
Po 5 seriach doświadczeń zaprzestano badania wariantu
A - 6 godzin przednamnażania i 18 godzin namnażania
selektyrrunego - jako najmniej efektywnego.

W próbach zywności, bądź środowiskowych, salmonele
zwykle są obecne w niewielkich ilościach w stosunku do
towarąlszącej mikroflory i to najczęściej w stanie osłabienia,
bądź uszkodz,enia na skutek zabiegów technologicznych,
którym żywność jest poddawana, względnie dezynfekcji

- w odniesieniu do prób środowiskowych, Dlatego też
w metodyce oznaczania pałeczek Salmonella konieczne
jest stosowanie przednamnażania jako pierwszego etapu
badania, poprzedzającego namnażanie selektywne, który
umozliwia regenerację tych bakterii i stwarza większą
szansę ich wykrycia (4, 6, 9). Na efektywność izolacji
salmoneli ma wpĘw nie tylko ich liczebność w stosunku
do mikroflory towarzyszącej w badanej próbie, ale także
okres trwania lag fazy i czas generacji tych drobnoustro-
jów, a lakże czas trwania przednamnażanja i namnażania
selektywnego. Zeby w pełni wyjaśnić te uwarunkowania
można posłużyć się koncepcją Jamesona (7) tzw. pier-
wszej i drugiej fairy namnażania nieselektywnego, której
słuszność potwierdziĘ badania innych autorów (2, 1,4,

11). Teza ta dotyczy dynamiki wzrostu mieszanych grup
mikroorganizmów i zakłada, że przebiega on dwufazowo.
Podczas pierwszej fazy rozwoju dwa mikroorganizmy na-
mnażają się niezaleznie od siebie, aż jeden z nich osiąg-
nie pewien maksymalny poziom, określony jako ,,stężenie
molarne", a oznaczający fazę stacjonarną; w tym momen-
cie rozpoczyna się druga faza namnażania, podczas której
organizm będący w mniejszości kontynuuje namnażanie
i po pewnym czasie osiąga poziom dominującej wcześniej
bakterii. Czas osiągnięcia pierwszej, a następnie drugiej
fazy namnażania uzależniony jest od początkowej ilości
mikroorganizmów - tak salmoneli, jak i mikroflory to-
warzyszącej oraz ich wzajemnych proporcji, a ponadto
od czasu tnłania ich lag fazy i czasu generacji.

Jeśli ilość mikroflory towarzyszącej w próbie niewiele
będzie przewyższała liczbę salmoneli, jedne i drugie za-
czną namnażać się po zakończeniu ich lag faz. W mo-
mencie, gdy mikroflora towarzysząca osiągnie poziom
maksymalny - stan równowagi, zakończy się I faza na-
mnażania, a rozpocznie II faza - dalsze namnażanie
pałeczek Salmonella i możliwe będzie osiągnięcie przez
te ,ostatnie jeszcze w etapie przednamnażania liczby -
10a, a nawet 10o/g, Wteoy etap namnażania selektywnego
byłby konieczny jedynie do redukcji mikroflory towarzy-
szącej (17, 18). Czas przednamnazania w takim przypad-
ku, jak również czas namnazania selektywnego można
byłoby skrócić, bowiem zgq:Jnie^z wynikami badań van
Leusdena i wsp. (16) - 10", 10' lub wyższe liczby sal-
moneli na mililitr muszą osiągnąć taki poziom na koniec
okresu przednamnażania, aby w trakcie namnazania sele-
ktywnego, po redukcji mikroflory towarzysącej, możliwe
było wykrycie pałeczek Salmonella na podłożach stałych.

Duże zaka,żenie mikroflorą towarzyszącą może spowo-
dować co prawda, że I faza namnażania zakończy się
szybciej, lecz następujący w II fazie wzrost salmoneli
może okazać się niedostatecznie wysoki ze względu na
wydłużenie czasu generacji, jak też oddzia$wanie namno-
żonej już mikroflory (szkodliwe oddział}rłanie produktów
jej metabolizmu). Dalszy wzrost pałeczek Salmonella, w
etapie namnażania selektylvnego, może nastąpić jedynie
przy dostatecznej redukcji mikroflory towarzyszącej (11),

Van Schothorst i Renaud (17) wykazali, że liczba mi-
kroflory towarą§zącej nie moze przevyższać liczby salmo-
neli o 3 rzędy wielkości, na koniec okresu namnażania w
podłożu RV, aby izolacja tych ostatnich na podłożu BGA
była możliwa. Skrócenie czasu przednamnażania, bądź na-
mnażania selektywnego, wydaje się być w takim pr4lpadku
ryąlkowne dla skuteczności izolacji salmoneli. Nadmierne
skrócenie etapu przednamnażania sprawić może, że salmo-
nele nie zregenerują się i nie namnozą w odpowiedniej
ilości, natomiast skrócenie etapu namnażania selektywnego
może sprawić, że mikroflora towarzyszącĄ nie zostanie
zredukowana w dostatecznym stopniu,

Potwierdzeniem tych rozważań są wyniki badań włas-
nych osiągnięte w wariancie A. Czas przednamnażania

- 6 godzin - był za krótki dla regeneracji i wzrostu
salmoneli, uniemozliwiając ich izolację na podłożach sta-
łych. Wyniki te pozostają w zgodzie z wynikami badań
D'Aoust i Maishment (3).

Rezultaty uzyskane w wariancie B, gorsze w porówna-
niu z metodą kontrolną i wariantem C, dowodzą, że
zastosowane tu warunki przednamnażania i selektywnego
namnazania byĘ niewłaściwe. Po 6 godzinach przedna-
mnażania w ZWP komórki salmoneli nie były jeszcze
zregenerowane, ani tym bardziej namnożone, podczas
gdy z pewnością nastąpiło namnożenie mikroflory towa-
rzyszącej. Wprowadzenie 0,1 ml takiej hodowli do pod-
łoża RV mogło spowodować częściowe zredukowanie tej
mikroflory. Jednakże dodanie po dalszych 6 godzinach
następnej porcji przednamnozonej hodowli, tym razem
już lZ-godzinnej sprawiło, że liczba ich ponownie wzrosła
i jakkolwiek liczba salmoneli w tej drugiej porcji także
była u"yższa, w końcowym efekcie okazało się, że stosunęk
jednych bakterii do drugich pozwalał na wkrycie salmo-
neli w badanych próbach.

Najbardziej interesujące wyniki uzyskano stosując wa-
riant C. Wskazują one, że możliwe jest skrócenie czasu
przednamnażania, jak i namnażania selektywnego tak, że
łącznie te dwa etapy trwają 1 dobę. Czas 1,2 godzin
przednamnażania z ZWP wydaje się być wystarczającym,
by komórki salmoneli uległy regeneracji i namnoĄły się
w dostatecznym stopniu w stosunku do liczby mikroflory
towarzyszącej. Prowadzone przez następne 12 godzin na-
mnazanie selektywne pozwalało na poprawienie ich wza-
jemnych proporcji na tyle, ze uzyskiwano lepsze rezultaty
w częstotliwości izolacji salmoneli z badanych prób, rliż
w metodzie kontrolnej. Wyniki te wymagają jednak dal-
szych badań i dalsrych potwierdzeń na bardziej różno-
rodnych próbach Ąwności i znacznie większej ich liczbie.

piśmiennictwo

1. Anon.: International Organization for Standarization. Microbiology
- General guidance for the detection of Salmonella. ISO 6579,
1981.

2. Beckers H.L, Heide J.V.D,, Fenigsen-Narucka U., Petcrs R.: J. appl.
Bact. 62,97,7987.



Medyryna Wet. 50 (3) 1994 I29

3" D'Aoust J.-Y, Maishmettt C.: J. trd Prot. 42, L53, 1979.
4, D'Aotut L-Y.: J, F'd Prot. 44,369, 1987.
5. DAotłst J,-Y., Sewcll A.M., DalE E: J. Fd Prot. 55, 326, 1,99ż.
6. Edel W., Kampebnacher Eli: Bull. Wld Hlth Org. 48, 1,6'7,1,9'73,
7. lameson J.E.: J. Hyg. Camb. 60, 793, 196ż.
8. Kafel S, Bryan F.t.: Appl, Microbiol, 34,285,79'1'7.
9. North W.R: App| Microbiol. 9, 188, 1961.
10. Polska Norma - PN-64/A-04023.
7l. PĄ,bylska E.: Pnegl. Epid. 42, 56, 1988.
72. Pr4,bykka E.: Przegl. Epid. 43, 54,7989.

1,3. Pr4bykka E.: Pnegl Epid, 45, 61, 7997.
74. Radkowski M.: Medycyna Wet. 48, 326, 799ż.
75. Rappold H., Bolderdijk RF., De Smcdt J.M.: J. Fd Prot. 47, 46,

7984.
76. Van Lcusdcn F.M., Van Schothorst M, Bcckcrs M.,I.: Soc, Appl.

Bact. Tech. Series No 77., Acad. Press, London 1982.
17. Van Schothorst M., Renattd A,M.: J. appl. Bact. 54,209, 1983.
78. Van Schothorst M., Renaud A.M.: J. appl. Bact. 59, 223, 7985.

Adres aulora: dr Elżbleta JóźwiŁ ul. Puszkina 14/21, 10-295 Olsztyn

gdyz w czasie kolejnych skoków ogier oddawał bezplemni-
kowe frakcje silnie zanieczyszczonę moczem) poddawano
następnie ogólnie przyjętej analizie makro- i mikrosko-
powej. W osoczu nasienia natomiast określano aktywność
fosfatazy zasadowej metodą optymalizowaną przy uĄciu
zestawu Bio-Test, Lachema, zawartość białka całkowitego
metodą biuretową, a Stężenie mocznika i kreatyniny apa-
ratem Ektachem DC 60 firmy Kodak.

Badania wykazaĘ, że stan kliniczny ogiera (lv tym
laruądów płciowych) nie odbiegał od normy, a wyniki
analizy krwi i moczu był w zakresach ulznanych za
prawidłowe dla tego gatunku zwierząt. Badaniem bakte-
riologicznym nie stwierdzono obecności bakterii choro-
botwórczych w wymazach z napletka i prącia, w płynie
przedejakulacyjnym i w nasieniu oraz w cewce moczowej
(po ejakulacji), a takze w moczu. Ogier oddawał nasienie
prawidłowo z Wm, że pierwsza część ejakulatu była w
sposób widoczny zanięczyszczana moczem, natomiast nig-
dy nie zauważono moczu we frakcji śluzowej. Jakość tego
nasienia była bardzo niska. Wyniki badań przedstawiono
w tab. 1. Dla porównania zestawiono je z wynikami
uzyskanymi w czasie badania ogiera w czerwcu, w po-
przednim sezonie rozrodcąIm (oznaczono jako badanie I).

omówienie

Reakcje płciowe ogiera w czasie I i II badania były
podobne, a przedstawione wielkości mieściły się w za-
kresach uznanych za normalne (ż, 11). Takie zachowanie
było więc typowe, gdyż jak podają inni autorzy opisujący
ten problem, ogiery dotknięte urospermią posiadają ge-
neralnie normalne libido i oddają nasienie prawidłowo
(1,3, I9). Obecność moczu, jego ilość może mieć jednak
decydująry wpływ na banĄ,ę i zapach ejakulatu oraz na
jego odczyn.

U badanego ogiera, w porównywanym okresie, szcze-
gólnie wyraźrla była zmiana barwy i pH nasienia. Jak
wkazały badania Bielańskiego (1) ejakulat ogierów jest
przeważnie mlecznobiały (57,ż%), a tylko w niewielkim
odsetku mlecznożółty (0,8%), Zapach ma specyficzny,
nieco zbliżony do woni potu końSkiego, który ulega wy-
jątkowo zmianom prTy óJżei ilości takich zanieczyszczeń,

KLII\IKA ME DYCYITY WE TERYI\ARYJNEJ
JANUSZ DANEK, EUGENIUSZ WIŚNIEWSKI, WIESŁAW KRUMRYCH

Przypadek urospermii u ogiera
Zakład Chorółl Koni Bydgoskiego Oddziału Inslytutu Welerynarii w Puławach, Al, Powstańców Wlkp. 10, 85-090 ByĘoszcz

Summary
A case of urosperrnia 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 efliciency of the semen.

Obok nieprawidłowych składników nasienia ogiera, ta-
kich, jak: krew - haemospermia (ż0), czy ropa - pyo-
spermia (4, 7), może wystąpić też mocz - urospermia,
Przypadłość ta występuje wprawdzie rzadko u koni, nie-
mniej jednak jest zaburzeniem bardzo kłopotliwym, mo-
gącym w znacznym stopniu upośledzać płodność samów
tego gatunku mvierząt (13, 19). Niniejsry opis prrypadku
obecnoŚci moczu w ejakulacie ogiera Stanowi pierwsze tego
typu opracowanie w krajowyn piśmiennictwie naukowl,m.

Opis pIzypadku

Ogier rasy wielkopolskiej, w wieku 10 lat, jako nie-
przydatny w sporcie, został przekazany do rozrodu do
jednej z krajowych stadnin koni. Był w dobrej kondycji
i utrzymaniu, bez podejrzeń w przeszłości o urazy lub
infekcje dróg moczo-płciowych. W pierws4lm sezonie
krył skutecznie, natomiast w drugim, opisywanym, tylko w
30% (z 15 pokrytych klaczy tylko 5 zostało zaźrebionych).
Niska skuteczność krycia była powodem zgłoszenia ogiera
do badań ptzed zakończeniem sezonu rozrodczego w
maju (oznaczono jako badanie II) w celu ustalenia przy-
czyny tych niepowodzeń. Przeprowadzono badanie kliniczne
wraz z oceną narządów płciowych i analizą odruchów
płciowych oraz szere1 badań hematologicznych i semi-
nologicznych, oprócz tego pobrano mocz d,o analiz oraz
prób bakteriologicznych według zaIeceń podanych wcześ-
niej (4). Ejakulat pobierano przy pomocy sztucznej po-
chwy, pozwalającej na obserwację poszczególnych jego
frakcji (18). Uzyskane nasienie (tylko pierwszy ejakulat,


