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Ptzenikanie pałec zek Salmonella
ptzez skorupę do wnęttzajaj
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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-shel| a drop of solution cantaining 1000
- 10 000 CFU 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, 1,4,28 and 56 days. In none of the 1800 eggs
infected experimentally was any penetration of Sa/-
monella through the egg-shell observed.

Skorupa jajowa może zostać zakażona salmonelami od we-
wnątrz oraz z zewnątrz. Powszechnie przyjmuje się, że jajnik
i jajowód uważane są za jałowe i dlatego zawartość 1aja oraz
skorupa jajowa takze są wolne od tych drobnoustrojów. W
niektórych przypadkach jajnik i jajowód mogą być zakażone
pałeczkami Salntonella, które dostają się do wnętrza jaja przed
jego całkowitym wykształceniem i oskorupieniem (l8, 25,

26, 31, 36).
Zanieczy szczen i a pow i erzchn i o we skorup maj ą m i ej sc e n ie -

współmiernie częściej niż zakażenia wewnątrzjajnikowe i od-
grywają dużą rolę w zakażęniach pokarmowych w Polsce i

innych krajach (1, 11, 23, ż7,38). Skorupa jaj pochodzących
od zdrowych ptaków jest wystarczającą przeszkodą dla drob-
noustrojów i chroni fieść jaja przed zakażeniem. Bakterie
znajdujące się na zewnętrznej powierzchni jaja mogą wnikać
do jego wnętlza, ale muszą wtedy pokonać istniejące bariery
ochronne - skorupy i dwie błony podskorupowe, Według
niektórych autorów skorupa ja1 nie stanowi jednak całkowitej
przeszkody dla bakterii, gdyż różne drobnoustroje mogą prze-
nikac< z niej do wnętrza jaja podczas okresu wylęgania jaj
lub w innych sytuacjach (4, 14,29,39, 45),

Przenikanie drobnoustrojów do wnętrza jaja następuje w

kilku etapach (8, l6). W pierwszym drobnoustrojc przenikają
przez kutikulę i skorupę. W drugim ma miejsce kolonizacja
bakterii w błonach podskorupowych, w trzecim zakażenię
białka oraz całej zawartości jaja. Wielu autorów badało mo-
żliwości przenikania salmoneli przez skorupę jaj, ale stoso-
wany ptzez nich układ doświadczalny daleko odbiegał od
rzeczywi stych sposobów naturalnego zanieczy szczenia jaj oraz
warunków ich przechowywania (l9, żż,31 , 43).

Celem badań było określenie mozliwości przenikania pa-

łeczek Salmonella przez skorupę jajową w zalezności od tem-
peratury i wilgotności przechowywania jaj,

Materiał i metody

W uspołecznionym gospodarstwje produkcyjnym zakupio-
no l860 świeżych kurzychjaj, Sześódziesiąt z nich bezpośred-
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nio po dostarczeniu do laboratorium zbadano na obecność
pałeczek Scllmonella. Pozostałe 1800 szt, umieszczono poje-
dynczo w jałowych zlewkach pod nakryciem z folii aluminio-
wej, po czym na powierzchnię skorupki każdego,naniesioncl
jedną kroplę płynu do rozcieńczęń, zawierającą l0'-l0*jedno-
stek tworzących kolonie (tk) S. enteritidis. Przedmiotem ba-
dań były szczepy S. enteritidis nr 87, 885. Inoculum pałeczek
Salmonella rozprowadzono przy pomocy ezy namożliwie jak
największej powierzchni skorupy. Następnie jaja podzielono
na 12 grup po 150 szt. w każdej. Do kazdego wariantu badań
użyto jednej grupy jaj. Stosowano następujące warianty: skła-
dowanie w temperaturzę 2"C,20'C i 30'C. W każdej temperatu-
rze zapewniono normalną w danym czasie wilgotność powietrza
oraz wilgotność względną uzyskaną przez wstawienie tac z
wodą do lodówek i cieplarek w których składowano jaja. Dla
każdego wariantu temperatury i wilgotności okres składowania
1aj po zakażeniu pałeczkaml Salmonella wynosił 0,1 , 14,28 i

56 dni.
Po odpowiednim okresie składowania kazde jajo, bezpo-

średnio przed badaniem bakteriologicznym, przenos zono j ało-
wą łyzką do gotującej się wody na 10 sekund w celu zabicia
pałeczek Sctlmonellą na skorupie, Następnie jaja wkładano do
250 ml zbuforowanej wody peptonowej (ZWP) w zlewkach,
rozbijano jałowym skalpelem, mieszano zawartość i inkubo-
wano w temperaturze 31'C przez około 20 godzin. Po tym
czasie przesiewano po 1 ml do podłoza Miillera-Kaufmana
(MK) i podłoża seleninowo-cystynowego (SC) oraz po 0,1 ml
do podłoża Rappaporta-Vasiliadisa (RV) (]20). Podłoza te
inkubowano w temperaturze 43"C przez24 godziny, a następ-
nie wykonano posiewy eząna agar z zielenią brylantową i czer-
wienią fenolową (BGA) oraz na agar biznrutowo-sierczynowy
(B SA). Podłoża te przętrzy mywano w temperaturze 37' C przez
l dobę lub 2 doby (BSA). Identyfikację wyrosłych kolonii
przeprowadzono według ogólnie przyjętych zasad. W kazdym
wariancie wykonano po 10 serii badań.

Wyniki iomówienie

Jaja (60 szt,), których nie zakażono, były wolne od pałeczek
Salmon.ella. W zadnym spośród 1800 jaj zakażonych ekspe-
rymentalnie S, enteritidis nie stwierdzono równiez pałeczek
Salmonellą. Świadczy to, że bakterie nie przeniknęły do wnętrz
jaj we wszystkich Stosowanych wariantach temperatury i wil-
gotności oraz dość długiego okresu składowania.

Stopień zanteazyszczenia mikroflorą skorupy jaj owej zależy
od czystości powierzchni, na której jaja są znoszone oraz
sposobu postępowania z nimi po zniesieniu (5, 25), Bakterie
znajdujące się na skorupie mogą przeniknąć do jej wnętrza
poprzęzpory, przy czyfimlsząpokonać fizyczne i chemiczne
bariery ochronne jaja. W skład barier fizycznych wchodzą:
mucyna, skorupa i dwie błony podskorupowe. Błona mucy-
nowa ma grubośó 0,0l mm (35), wypełnia pory co utrudnia
przenikanie drobnoustrojów przęz skorupę (l3). Vadehra i
wsp. (43) przypuszczają, ze ochronne działanie mucyny trwa

96 godztn po zniesieniu jaj. Przenikanie bakterii przez błonę
mucynową zależy od,.jej grubości (24), postępowania z jajami
po zniesieniu - dotykanie rękami, czyszczelie może lszkadzać
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błonę mucynową (10, 11, 13, 35,42), okresu przechowywania
jaj - w miarę upływu czasu błona mucynowa wysycha, kurczy
się i opróznia pory, co ułatwia przenikanie bakterii (33), fu-

migacji - formaldehyd reaguje z białkiem mucyny t wtąże

mucynę (2), temperatury przechowywania - wyższa tempe-

ratura przechowywania sprzyja szybkiemu zanikowi mucyny
(24), mycle jaj wodą nie powoduje zmian w budowie błony

mucynowej lecz może ją uszkadzać.
Skorupa jaja ma grubość 0,2 do 0,4 mm. Jest w niej wiele

otworów (7000-17 000) tzw, porów, których średnica wynosi

od 6-4 pm, Pory nie są równomiernie rozmieszczone na całej

skorupce, największa ich liczba znajduje się na tępym końcu

1aja (34,44). Na końcu ostrym jaja pory mają średnicę l3 pm

a na tępym końcu 6 pm. Według Northa (24) niektóre pory

są zniekształcone i kilka razy powiększone, co ułatwia prze-

nikanie bakterii do wnętrza jaja. Sauter i Peterson (32) stwier-

dzlti, żę grubość skorupy ma największy wpływ na zdolność
przenikania bakterii przez skorupę jajową. Według nich gru-

bość skorupy ma większy wpływ n,tż czas od złożenia jaja,

Skorupa jajowa jest bardzo podatna na przenikanie bakterii

w krótkim czasie po złożenil jaja. Swieżo składane jaja,

których temperatura wynosi 4t'C są następnie oziębiane do

poziomu temperatury otoczenia. W wyniku tego zmniejsza

się objętość części płynnych jaja, co prowadzi do powstania

podciśnienia, Wskutek istniejącej różnicy ciśnień błona mu-

cynowa jest wciągana do wnętrza porów a następnie wysycha

i pęka. Umożliwia to oddychanie jaja, ale równocześnie przy

obecności wilgoci na jego zewnętrznej powierzchni dochodzi

do zetknięcia się wody z błoną podskorupową. Bakterie, które

swobodnie poruszają się w środowisku wodnym, mają wtedy

łatwy dostęp z powierzchni jaja do osłonki podskorupowej,

Wnikanie wody z powierzchni jala poprzez pory do osłonki

podskorupowej jest wynikiem dzialania wewnętrznego pod-

ciśnienia jaja oraz ciśnienia kapilarnego w porze (2l), Także

Stover (40) sugeruje, że przen7kanie pałeczek SalmonelLa w

warunkach naturalnych trwa kilka godzin.

Dwie błony podskorupowe jaja są ze sobą ściśle powiązane

z wyjątkiem jego tępego końca, gdzie się oddzielają, tworząc

komorę powietrzną. Wewnętrzna błona podskorupowa - obiał-

kowa styka się z białkiem a zęwnętrzna ze skorupką, Błona
wewnętrzna składa się z trzech warstw włóknika a zewnętrzla
z dwóch niewyraźnych warstw. Błony podskorupowe także

zawierają pory. Błona podskorupowa wewnętrzna zawiera wrę-

wsp. (20) twierdzą, że błona podskorupowa wewnętrzna naJ-

bard do wnętrza
jajo. ą skorupa i
błon (l4) wyka-

zali, w zapobie-

ganiu przenikania pałeczek Salmonella niz skorupa jajowa,

Śt*i..drili oni, że szybkość penetraoji bakterii przez błony

podskorupow e zal,eży od rodzaju bakterii, a okres przenikania

waha się od 1 do 4 dni.

Chociaz wiadomo, że baktęrie przenikają przezpory skorupy

mało znany jest sposób przenikania przezbłonę podskorupową

wewnętrzną. Niektórzy autorzy przypuszczają, że w przeni-

kaniu bakterlt przez błony podskorupowe pewną rolę odgry-

wają enzymy bakteryjne (1 , 14)- Brown (9) stwierdził, że

wokół bakterii zlokalizowanych w błonach podskorupowych

występują strefy hydrolizy, Wederal i wsp. (46) wykazali,
natomiast, ze większość enzymów, które badali nie powodo-

wała wykrywalnych zmian w przepuszczalności wewnętrznej

błony podskorupowej.
Badano przenikanie pałeczek Salmonella przez skorupę ja-

jową, stosując zanlrzanie lub smarowanie jaj zawiesiną bak-

terii. Scott (cyt. 41) umleszczał jaja w hodowli bulionowej
następnię inkubował je w Ze po-
ki Salmonella przenlkały jaj *
. Schalm (cyt. 47) smaro zchnię

onym kałem kurzym, zakażonym
wano w temperaturze 99 F (31 ,ż"C).
wnętrza jaj w ciągu l9 dni. Wilson

(cyt. 47) smarował hodowlą S, thompson skorupę jaj wylę-
gowych. Pałeczki Salm.onella przeniknęły do wnętrza w ciągu

3 dni. Lancaster i Crab (19) smarowali hodowlą bulionową
S. thompson skorupg jaj. Jaja inkubowano w temperaturze

100 F (37,7"C), Pałeczki Salmonella nie przeniknęły do wnę-

trza jaj w ciągu 2I dni. Bigland i wsp, (3) smarowali powierz-

chnię skorupy jajowej wilgotnym kałem kurzym zakażonym

hodowlą pałeczek Salmonella. Jaja inkubowano w tempera-

twze 63 F (23,8'C), Pałeczki Salmonella przeniknęły do wnę-

trza jaja w ciągu 7 dni. Wright i Frank (48) usuwali zawartość
jaja i zastępowali ją pozywką płynną dla pałeczek SalmoneIIa,

Zanurzali 2/3 jala w hodowli S. typhimuriłrr i inkubowali
prZe-
wSp.

eczek
owali

w temperaturze ż9"C. Pałeczki Salmonella przeniknęły dcl

wnętrz; jaj w ciągu 5 dni, Mellor (22) zanurzał jaja w hodowli

S, derby przez 15 minut i inkubował w temperaturze IZ"C,

Pałęczki Salmonella przeniknęły do wnętrza jaj w ciągu 2l
dni. Z prac tych wynika, że przenlkanie przez skorupg jajową

mi a zawiesiną bak-

;[*,#il:,lTi
dłlższy czba bakterii,

sposobu owijanie ma-

teriałem grubości sko-

rupy - cienka skorupa stawia bakteriom mniejszy opór niz
grubsza.

Wszystkie przyloczone wyniki b że stosowany

w nich układ doświadczalny dalek zeczywistych

sposobów naturalnego zanieczyszczenia jaj pałeczkami Sal-

monella oraz warunków ich przechowywania,
W badaniach własnych nie wykryto ani jednego przypadku

przenikania pałeczek Salmonella ze skorup do wnętrza jaj,

mimo stosowania różnych temperatur, różnej wilgotności oraz

nego układu różnych czynników.
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wirusa wchodzą cztery strukturalne polipeptydy z których
VP1 jest głównym białkiem immunogennym, Antygenowa
zmiennoŚĆ wirusa jest rezultatem zmian w strukturze tego

białka. W obrębie 7 serotypów wirusa wyróżnia się szereg

podtypów. Od 1987 r. molekularna epizootiolo gia pryszczy cy

opiera się głównie na porównywaniu róznic genetycznych
między izolatami wirusa. Większość danych uzyskano metodą

sekwencjonowania DNA. W licznych publikacjach przedsta-
wiono strukturę genętyeznąserotypów wirusa pryszczycy, typu O
(3, 5, l1, 13, 15, 16), typu A (3, 4,5,1, 14,20,2I,23),
typu C (I2,17,18, 19,25), typu SAT1 (9), typu SAT2 (27),

typu SAT3 (l2), typu Asial (1, 2,26).
Celem pracy było ustalenie sekwencji nukleotydów frag-

mentu cDNA wirusa pryszc zycy typu O. Do powielenia metodą

PCR wybrano region kodujący białko VPl, zawafty między
2ż a 694 parą zasad.

Materiał i metody

Wirus. Do badań uzywano wirusa pryszczycy typu O pocho-
dzącego z kotekcji ZakładgPryszczycy. Wirus namnazano w

hodowli komórek linii BHK-21.
Ekstrakcja RNA. Izolację RNA wykonano w oparciu,o metodę

ChomczyńŚkiego (8). Do 200 ;,rl zawiesiny wirusa dodawano

GRAZYNA PAPROCKA, GRAZYNA PŁUCIENNICZAK*, ANDRZEJ PŁUCIENNICZAK*,
ANDRZEJ KĘSY, WIESŁAW NIEDBALSKI, ANDRZEJ FITZNER

Określenie sekwencji kodującej
region VPl wirusa pryszezycy typu O

Zakład Pryszczycy Państwowego Instytutu Weterynaryjnego, ul. Wodna 7.,98-220 Zduńska Wola
*Zakład Badawczo Wdrożeniowy Inżynierii Genetycznej, ul. POW 57 ,98-200 Sieradz

Summary

Determination of the VPl coding sequence of foot,
-and-mouth disease virus (FMDV) type O

A polish strain of foot-and-mouth disease virus
tion was used.
onolayer c€lls.
mczyński and

Sacchi method. A synthesis of cDNA was performed
with AMv-reverse transcriptase. The first and s€cond
cDNA strands were used as a temp|ate for the am-
plification VPl coding
sequence. NA was clo,
ned in the DNA strand
expressed in the phage M
cording to the Sanger meth
ces were compared to th
Genetic similarities to the
01 Campos 58 were found.

Wirus pryszczycy nalężący do grupy Picorncl posiada jed-

noniciowy RNA o długości 8000 nukleotydów. W skład kapsydu


