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Summary

Penetration of Salmonella spp. through the egg-shell
into the egg

The examinations were carried out on 1800 eggs.
On each egg-shell a drop of solution cantaining 1000
— 10 000 CKFU of Salmonella enteritidis was placed.
Two strains, i.e. Salmonella enteritidis No 87 and No
885, were used for the examinations. After their
infection the eggs were stored at 2°, 20° and 30°C for
0, 7, 14, 28 and 56 days. In none of the 1800 eggs
infected experimentally was any penetration of Sal-
monella through the egg-shell observed.

Skorupa jajowa moze zosta¢ zakazona salmonelami od we-
wnatrz oraz z zewnatrz. Powszechnie przyjmuje sig¢, Ze jajnik
1 jajowod uwazane sg za jalowe i dlatego zawartos$¢ jaja oraz
skorupa jajowa takze sa wolne od tych drobnoustrojéw. W
niektérych przypadkach jajnik i jajowdd moga by¢ zakazone
pateczkami Salmonella, kiére dostaja si¢ do wnetrza jaja przed
jego catkowitym wyksztalceniem i1 oskorupieniem (18, 25,
26, 31, 30).

Zanieczyszczenia powierzchniowe skorup majg miejsce nie-
wspélmiernie czesdeiej niz zakazenia wewnatrzjajnikowe 1 od-
grywajg duzg role w zakazeniach pokarmowych w Polsce 1
innych krajach (1, 17, 23, 27, 38). Skorupa jaj pochodzacych
od zdrowych ptakéw jest wystarczajaca przeszkoda dla drob-
noustrojéw i chroni tresé jaja przed zakazeniem. Bakterie
znajdujace sie na zewnetrznej powierzchni jaja moga wnikac
do jego wnetrza, ale muszg wtedy pokonac istniejace bariery
ochronne — skorupy i dwie btony podskorupowe. Wedlug
niektérych autoréw skorupa jaj nie stanowi jednak calkowite]
przeszkody dla bakterii, gdyz rézne drobnoustroje moga prze-
nikad z niej do wnetrza jaja podczas okresu wylegania jaj
lub w innych sytuacjach (4, 14, 29, 39, 45).

Przenikanie drobnoustrojéw do wngtrza jaja nastgpuje w
kilku etapach (8, 16). W pierwszym drobnoustroje przenikaja
przez kutikule i skorupe. W drugim ma miejsce kolonizacja
bakterii w btonach podskorupowych, w trzecim zakazenie
biatka oraz catej zawartosci jaja. Wielu autoréw badalo mo-
zliwosci przenikania salmoneli przez skorupe jaj, ale stoso-
wany przez nich uklad doswiadczalny daleko odbiegat od
rzeczywistych sposobdw naturalnego zanieczyszczeniajaj oraz
warunkéw ich przechowywania (19, 22, 37, 43).

Celem badan bylo okreslenie mozliwoséci przenikania pa-
teczek Salmonella przez skorupg jajowa w zaleznosdci od tem-
peratury i wilgotnodci przechowywania jaj.

Materiat 1 metody

W uspotecznionym gospodarstwie produkcyjnym zakupio-
no 1860 swiezych kurzych jaj. Szesédziesigt z nich bezposred-

nio po dostarczeniu do laboratorium zbadano na obecnos¢
pateczek Salmonella. Pozostate 1800 szt. umieszczono poje-
dynczo w jatowych zlewkach pod nakryciem z folii aluminio-
wej, po czym na powierzchnie skorupki kazdego, naniesiono
jedna kroplg ptynu do rozciericzen, zawierajaca 10°-10" jedno-
stek tworzacych kolonie (jtk) S. enteritidis. Przedmiotem ba-
dan byty szczepy S. enteritidis nr 87, 885. Inoculum paleczek
Salmonella rozprowadzono przy pomocy ezy na mozliwie jak
najwigkszej powierzchni skorupy. Nastepnie jaja podzielono
na 12 grup po 150 szt. w kazdej. Do kazdego wariantu badan
uzyto jednej grupy jaj. Stosowano nastgpujace warianty: skta-
dowanie w temperaturze 2°C, 20°C i 30°C. W kazdej temperatu-
rze zapewniono normalna w danym czasie wilgotnos$¢ powietrza
oraz wilgotnosé wzgledna uzyskana przez wstawienie tac z
woda do lodéwek i cieplarek w ktérych sktadowano jaja. Dla
kazdego wariantu temperatury 1 wilgotno$ci okres sktadowania
jaj po zakazeniu pateczkami Salmonella wynosit 0, 7, 14, 28
56 dni.

Po odpowiednim okresie sktadowania kazde jajo, bezpo-
srednio przed badaniem bakteriologicznym, przenoszono jato-
wg tyzka do gotujacej si¢ wody na 10 sekund w celu zabicia
pateczek Salmonella na skorupie. Nastepnie jaja wktadano do
250 ml zbuforowanej wody peptonowej (ZWP) w zlewkach,
rozbijano jatowym skalpelem, mieszano zawartos¢ i inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez okoto 20 godzin. Po tym
czasie przesiewano po 1 ml do poditoza Miillera-Kaufmana
(MK) i podtoza seleninowo-cystynowego (SC) oraz po 0,1 ml
do poditoza Rappaporta-Vasiliadisa (RV) (120). Podloza te
inkubowano w temperaturze 43°C przez 24 godziny, a nastep-
nie wykonano posiewy eza na agar z zielenig brylantowq i czer-
wienia fenolowa (BGA) oraz na agar bizmutowo-siarczynowy
(BSA). Podtoza te przetrzymywano w temperaturze 37°C przez
1 dobg lub 2 doby (BSA). Identyfikacj¢ wyrostych kolonii
przeprowadzono wedlug ogélnie przyjetych zasad. W kazdym
wariancie wykonano po 10 serii badafi.

Wyniki i omdowienie

Jaja (60 szt.), ktérych nie zakazono, byty wolne od pateczek
Salmonella. W zadnym sposréd 1800 jaj zakazonych ekspe-
rymentalnie S. enteritidis nie stwierdzono réwniez pafeczek
Salmonella. Swiadczy to, ze bakterie nie przenikngty do wnetrz
jaj we wszystkich stosowanych wariantach temperatury i wil-
gotnosci oraz dos¢ dlugiego okresu sktadowania.

Stopieni zanieczyszczenia mikroflora skorupy jajowej zalezy
od czystoéci powierzchni, na ktérej jaja sa znoszone oraz
sposobu postepowania z nimi po zniesieniu (5, 25). Bakterie
znajdujace sie na skorupie moga przeniknac do jej wnegtrza
poprzez pory, przy czym musza pokonac fizyczne i chemiczne
bariery ochronne jaja. W skitad barier fizycznych wchodza:
mucyna, skorupa i dwie btony podskorupowe. Blona mucy-
nowa ma grubos¢ 0,01 mm (35), wypelnia pory co utrudnia
przenikanie drobnoustrojéw przez skorupe (13). Vadehra i
wsp. (43) przypuszczaja, Ze ochronne dzialanie mucyny trwa
96 godzin po zniesieniu jaj. Przenikanie bakterii przez blong
mucynowa zalezy od: jej grubosci (24), postgpowania z jajami
po zniesieniu — dotykanie rekami, czyszczenie moze uszkadzac
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btone mucynowa (10, 11, 13, 35, 42), okresu przechowywania
jaj — w miarg uplywu czasu btona mucynowa wysycha, kurczy
sie 1 opréznia pory, co utatwia przenikanie bakterii (33), fu-
migacji — formaldehyd reaguje z biatkiem mucyny i wiaze
mucyne (2), temperatury przechowywania — wyzsza tempe-
ratura przechowywania sprzyja szybkiemu zanikowi mucyny
(24), mycie jaj woda nie powoduje zmian w budowie blony
mucynowej lecz moze ja uszkadzac.

Skorupa jaja ma grubos¢ 0,2 do 0.4 mm. Jest w niej wicle
otworéw (7000-17 000) tzw. poréw, ktérych srednica wynosi
od 6-4 um. Pory nie sa réwnomiernie rozmieszczone na catej
skorupce, najwieksza ich liczba znajduje si¢ na tepym koricu
jaja (34, 44). Na koricu ostrym jaja pory maja sSrednice 13 pm
a na tepym koricu 6 um. Wedtug Northa (24) niektére pory
sa znieksztalcone i kilka razy powigkszone, co ulatwia prze-
nikanic bakterii do wnetrza jaja. Sauter i Peterson (32) stwier-
dzili, ze grubo$¢ skorupy ma najwickszy wplyw na zdolnos¢
przenikania bakterii przez skorupg jajowa. Wedtug nich gru-
bos¢ skorupy ma wigkszy wptyw niz czas od zlozenia jaja.
Skorupa jajowa jest bardzo podatna na przenikanie bakterii
w krétkim czasie po ztozeniu jaja. Swiezo skladane jaja,
ktérych temperatura wynosi 41°C sa nastgpnie ozigbiane do
poziomu temperatury otoczenia. W wyniku tego zmniejsza
sie objetos¢ czedci plynnych jaja, co prowadzi do powstania
podcisnienia. Wskutek istniejacej réznicy cisniefi blona mu-
cynowa jest wciagana do wnetrza poréw a nastgpnie wysycha
i peka. Umozliwia to oddychanie jaja, ale rownocze$nie przy
obecnosei wilgoci na jego zewnetrznej powierzchni dochodzi
do zetkniecia si¢ wody z btona podskorupowa. Bakterie, ktére
swobodnie poruszaja sie w srodowisku wodnym, maja wtedy
tatwy dostep z powierzchni jaja do ostonki podskorupowe;j.
Whnikanie wody z powierzchni jaja poprzez pory do ostonki
podskorupowej jest wynikiem dziatania wewngtrznego pod-
ci$nienia jaja oraz cisnienia Kapilarnego w porze (21). Takze
Stover (40) sugeruje, ze przenikanie pateczek Salmonella w
warunkach naturalnych trwa kilka godzin.

Dwie btony podskorupowe jaja sa ze soba Scisle powiazane
z wyjatkiem jego tepego korica, gdzie si¢ oddzielaja, tworzac
komorg¢ powietrzng. Wewngtrzna btona podskorupowa — obiat-
kowa styka si¢ z bialkiem a zewngtrzna ze skorupka. Btona
wewnetrzna sktada sie z trzech warstw widknika a zewnetrzna
7 dwéch niewyraznych warstw. Blony podskorupowe takze
zawieraja pory. Blona podskorupowa wewngtrzna zawiera wig-
cej poréw niz biona zewnetrzna. Wedlug obserwacji Stokesa
i wsp. (39) blona ta dziata jak bakteryjny filtr. Niektorzy
autorzy przypuszczaja, ze zawiera ona substancje przeciwbak-
teryjne. wiclu wykazuje, (j.w.) natomiast, ze jest ona bardziej
nieprzepuszczalna dla bakterii niz skorupa jajowa. Lifshitz i
wsp. (20) twierdza, ze blona podskorupowa wewngtrzna naj-
bardziej skutecznie zapobiega przenikaniu bakteril do wnetrza
jaja. W nastepne] kolejnosci czynnos¢ tg speiniaja skorupa 1
btona podskorupowa zewnetrzna. Garibaldi i Stokes (14) wyka-
zali, ze blony podskorupowe sa bardziej skuteczne w zapobie-
ganiu przenikania pateczek Salmonella niz skorupa jajowa.
Stwierdzili oni, 7e szybko§¢ penetracji bakterii przez btony
podskorupowe zalezy od rodzaju bakterii, a okres przenikania
waha sie od 1 do 4 dni.

Chociaz wiadomo, Ze bakterie przenikaja przez pory skorupy
malo znany jest sposéb przenikania przez blong podskorupowa
wewnetrzna. Niektérzy autorzy przypuszczaja, ze W przeni-
kaniu bakterii przez btony podskorupowe pewna role odgry-
waja enzymy bakteryjne (7, 14). Brown (9) stwierdzil, ze

wokét bakterii zlokalizowanych w blonach podskorupowych
wystepuja strefy hydrolizy, Wederal i wsp. (46) wykazali,
natomiast, ze wiekszo$¢ enzyméw, ktére badali nie powodo-
wala wykrywalnych zmian w przepuszczalnosci wewngtrznej
btony podskorupowej.

Badano przenikanie pateczek Salmonella przez skorupe ja-
jowa, stosujac zanurzanie lub smarowanie jaj zawiesing bak-
terii. Scott (cyt. 47) umieszczal jaja w hodowli bulionowej
S. typhimurium. nastepnie inkubowal je w temperaturze po-
kojowej. Paleczki Salmonella przenikaly do wnetrza jaj w
ciggu kilku dni. Schalm (cyt. 47) smarowal powierzchnig
skorupy jajowej wyjatowionym katem kurzym, zakazonym
S, typhimurium. Jaja inkubowano w temperaturze 99 F (37,2°C).
Bakterie le przeniknely do wretrza jaj w ciagu 19 dni. Wilson
(cyt. 47) smarowat hodowly S. thompson skorupe jaj wyle-
gowych. Pateczki Salmonella przeniknety do wnetrza w clggu
3 dni. Lancaster i Crab (19) smarowali hodowlg bulionowa
S. thompson skorupe jaj. Jaja inkubowano w temperaturze
100 F (37,7°C). Pateczki Salmonella nie przeniknety do wne-
trza jaj w ciagu 21 dni. Bigland i wsp. (3) smarowali powierz-
chnie skorupy jajowej wilgotnym katem kurzym zakazonym
hodowla paleczek Salmonella. Jaja inkubowano w tempera-
turze 63 F (23,8°C). Pateczki Salmonella przeniknety do wne-
trza jaja w ciagu 7 dni. Wright i Frank (48) usuwali zawartosé
jaja i zastepowali ja pozywka ptynna dla pateczek Salmonella.
Zanurzali 2/3 jaja w hodowli S. typhimurium i inkubowali
jaja w temperaturze 20°C i 37°C. Paleczki Salmonella prze-
niknety do wnetrza jaja w ciagu jednego dnia. Stokes i wsp.
(39) jaja o temperaturze 35°C zanurzali w hodowli paleczek
Salmonella o temperaturze 5°C przez 0.5 godziny i inkubowali
w temperaturze 29°C. Pateczki Salmonella przeniknety do
whnetrza jaj w ciagu 5 dni. Mellor (22) zanurzal jaja w hodowli
S. derby przez 15 minut i inkubowal w temperaturze 12°C.
Paleczki Salmonella przeniknety do wnetrza jaj w ciagu 21
dni. Z prac tych wynika, Ze przenikanie przez skorupe jajowa
zalezy od réznicy temperatur miedzy jajami a zawiesing bak-
teryjng, liczby drobnoustrojéw w roziworze tzn. im wigksza
liczba bakterii tym wigksze przenikanie, okresu zanurzenia —
dtuzszy czas powoduje. ze przenika wigksza liczba bakterii,
sposobu postgpowania ze skorupa — pocieranie, owijanie ma-
terialem, smarowanie katem ulatwia przenikanie, grubosci sko-
rupy — cienka skorupa stawia bakteriom mniejszy opor niz
grubsza.

Wszystkie przytoczone wyniki badar wskazuja. ze stosowany
w nich uktad do§wiadczalny daleko odbiegal od rzeczywistych
sposobéw naturalnego zanieczyszczenia jaj pateczkami Sal-
monella oraz warunkéw ich przechowywania.

W badaniach wiasnych nie wykryto ani jednego przypadku
przenikania paleczek Salmonella ze skorup do wngtrza jaj,
mimo stosowania réznych temperatur, réznej wilgotnosci oraz
r6znych, dos¢ dlugich okreséw skiadowania.

Wyniki badai wlasnych oraz innych autoréw wskazuja na
to, ze problem ewentualnego przenikania paleczek Salmonella
przez skorupe do wnetrza jaja jest skomplikowany i nie cal-
kowicie wyjasniony. Zalezy to prawdopodobnie od szczegol-
nego uktadu réznych czynnikow.
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Summary

Determination of the VP1 coding sequence of foot-
-and-mouth disease virus (FMDYV) type O

A Polish strain of foot-and-mouth disease virus
type O from the laboratory virus collection was used.
The virus was propagated in BHK-21 monolayer cells.
Total RNA was extracted by the Chomczynski and
Sacchi method. A synthesis of cDNA was performed
with AMV-reverse transcriptase. The first and second
c¢DNA strands were used as a template for the am-
plification by PCR of the 672 bp of the VP1 coding
sequence. The amplified fragment of cDNA was clo-
ned in the phagemid pBS (+). The first DNA strand
expressed in the phage M13K07 was sequenced ac-
cording to the Sanger method. The nucleotide sequen-
ces were compared to the earlier data published.
Genetic similarities to the Brasilian strain of FMDV
O1 Campos 58 were found.

Wirus pryszczycy nalezacy do grupy Picorna posiada jed-
noniciowy RNA o dtugosci 8000 nukleotydéw. W skiad kapsydu

wirusa wchodza cztery strukturalne polipeptydy z ktérych
VPI1 jest giéwnym biatkiem immunogennym. Antygenowa
zmienno$¢ wirusa jest rezultatem zmian w strukturze tego
bialka. W obrebie 7 serotypéw wirusa wyréznia sie szereg
podtypéw. Od 1987 r. molekularna epizootiologia pryszczycy
opiera si¢ gléwnie na poréwnywaniu réznic genetycznych
miedzy izolatami wirusa. Wigkszo$¢ danych uzyskano metoda
sekwencjonowania DNA. W licznych publikacjach przedsta-
wiono strukture genetyczng serotypow wirusa pryszczycy, typu O
(3, 5, 11, 13, 15, 16), typu A (3, 4, 5, 7, 14, 20, 21, 23),
typu C (12, 17, 18, 19, 25), typu SAT1 (9), typu SAT2 (27),
typu SAT3 (12), typu Asial (1, 2, 26).

Celem pracy bylo ustalenie sckwencji nukleotydéw frag-
mentu cDNA wirusa pryszczycy typu O. Do powielenia metoda
PCR wybrano region kodujacy biatko VPI, zawarty migdzy
22 a 694 parg zasad.

Material i metody

Wirus. Do badari uzywano wirusa pryszezycy typu O pocho-
dzacego z kolekcji Zaktadu Pryszczycy. Wirus namnazano w
hodowli komérek linii BHK-21.

Ekstrakcja RNA. Izolacje RNA wykonano w oparciu 0 metode
Chomczytiskiego (8). Do 200 pl zawiesiny wirusa dodawano



