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THE EFFECT OF THE PREINCUBATION TIME AND CONCENTRATION
OF SELECTIVE MULTIPLYING MEDIA ON THE EFFECTIVENESS
OF SALMONLLA ORGANISMS ISOLATION FROM FROZEN MEAT

HOMOGENATES
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Poréwnano efektywnosé metod izolacji salmonelli z homogenizatéw
migsa mrozonego po wprowadzeniu do poiywek wybibrezo-namnaia-~
jgeych Rappaport-Vassiliadis oraz SC (z kwa$nym seleninem sodu
i cystynag), przygotowanych wg przepisu i podwdjinie steonych T162-
nych objetosci probek przednamnazanych przez 6 i 20 h w zbuforowa-
nej wodzie peptonowej.

W celu skrocenia metodyki oznaczania salmonelli w zywnos$ci w ostat-
nich latach coraz czeSciej podejmuje sie proby eliminacji etapu przed-
namnazania nieselektywnego zaréwno w powszechnie dotgd stosowanych
metodach hodowlanych, jak i w opracowywanych metodach szybkich tzw.
skryningowych. W zwigzku z tym probki zywnosci bez przednamnszania
wprowadza sie bezposrednio do plynnych pozywek wybidrezo-namnaza-
jacych. Prowadzi to jednak do zmniejszenia wykrywalnosci samolnelli,
zwlaszeza przy niewielkim zakazeniu poczatkowym lub w przypadkach
ostabienia badz uszkodzenia tych bakterii wskutek roéznych zabiegow
technologicznych badanej zywno$ci [3, 4]. Podobnie skrécenie czasu
przednamnazania w pozywkach nieselektywnych do 6 lub 7 godzin
zmniejsza efektywnos¢é wykrywania salmonelli w pordéwnaniu z okresem
24-godzinnym {2, 3].

W niniejszej pracy podjeto probe skrocenia czasu przednamnazania
hemogenizatéw miesa mrozonego w zbuforowanej wodzie peptonowej
przy rownoczesnym wprowadzaniu roéznych objetosci przednamnozonej
hodowli do réznych stezen pozywek wybidrezo-namnazajgeych. Zamiast
obowigzujacej w Polskich Normach pozywki z czterotionianem sodu
(Miiller-Kauffmanna) zastosowano wprowadzang ostatnio w wielu kra-
jach zalecang przez ISO (Miedzynarodows Organizacje Standaryzacyjna)
pozywke Rappaeport-Vassiliadis (RV), ktéra umozliwia uzyskanie bardziej
miarodajnych wynikéw [1, 6, 8, 9].

MATERIAL I METODY BADAN

Do badan uzyto szeczepOéw Salmomnella typhimurium, Salmonella enteritidis i Sal-
monella agona, otrzymanych z kolekeji Instytutu Weterynarii w Putawach.
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Mielone mieso wolowe pochodzace z Zakladéw Migsnych w Warszawie dzielono
na porcje o masie 25 g, zakazono jednodniowg hodowlg bulionowg badanych szcze-
pow i przechowywano 2—3 miesigce w zamrazalniku lodéwki (Donbas 9M) w temp.
—12°C.

Zakazenie poczatkowe 25-gramowej porcji miesa przed jego zamrozemem wy-
nosilo 10%—10¢ komérek badanego szczepu Salmonella.

7 kazdej porcji po rozmrozeniu przygotowywano homogenizat w 225 ml zbu-
forowanej wody peptonowej i przednamnazano w temp. 37°C przez 6 i 20 godzin.
Po 6-godzinnym przednamnozeniu przenoszono 1,2 i 5 ml hodowli do 10 ml pod-
wojnie stcionych pozywek RV i SC po czym namnazano selektywnie przez 20 go-
dzin w temp. 37°C. Procz tege po 20-godzinnym oKresie przednamnazania przeno-
szono 0,1 ml hodowli do 10 ml pozywki RV ifwg 7] i 1 ml hodowli do 10 ml po-
zZywki SC [wg 5] i inkubowano przez 20 godzin w temp. 37°C. Wszystkie namno-
zone probki posiewano ezg na podioza stale BGA (agar z zielenig brylantows
i czerwienig feriolowsg). Wzrost palteczek Salmonella potwierdzano przy pomocy
surowic do aglutynacji szkielkowej.

Badanie kazdej. porcji migsa wykonywano w 10 powtoérzeniach.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Tabela 1. Wplyw czasu przednamnazania, wielkoéci inoculum oraz stezenia pozywek
wybiérezo-namnazajacych na wykrywalnosc salmonelli w migsie mrozonym
The effect of preincubation time, inoculum size and concentration
selective-multiplying media on the detection rate of Salmonella organisms in frozen meat

N

Badane szczepy Salmonella

Objetodé Czas (liczba badanych probek)
przednamna- przed- Pozywka : - Procent
zanego namna- wybibrezo-  S- typhi- S. enteri- Razem wynikéw

homogenizatu zania namnazajgca murium tidis S. agona dodatnich
(m1) (h) (105) (126) (140)
liczba wynikéw dodatnich

0,1 20 RV 69 98 100 267 73,15
1 6 RV p. 79 100 96 275 75,34
2 6 RV p. 91 104 120 315 86,30
5 6 RV p. 46 38 58 142 38,90
1 20 SC 83 90 94 267 73,15
1 6 SC p. 80 94 94 268 73,42
2 6 SC p. 72 94 84 250 68,49
5 6 SC p. 49 28 44 121 33,15

RY — pozywka Rappapori-Vassiliadis
SC — bulion seleninowo-cystynowy
p. — pozywka podwdéjnie stezona

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli I. Najwiekszg efektywnosé¢
wszystkich badanych szczepéw Salmonella uzyskano wprowadzajage 2 ml
przednamnozonej w ciggu 6 godzin hodowli bakteryjnej do 10 ml
podwoéjnie stezonej pozywki RV. Rowniez po przeniesieniu 1 ml 6-go-
dzinnej hodowli do 10 ml podwdjnie stezonej pozywki RV liczba izolacji
S. typhimurium i S. enteritidis w badanych prébkach byla wyisza niz
po wprowadzeniu 0,1 ml przednamnazanej przez 20 godzin zawiesiny
bakteryjnej do 10 ml pozywki RV o normalnym stezeniu [wg T].

Przy zastosowaniu podwoéjnie stezonej pozywki SC najlepszg efektyw—
no$¢ wykrywania paleczek Salmonelle w badanych homogenizatach migs-

" nych uzyskano przenoszac 1 ml przednamnazanej w ciggu 6 godzin ho-
dowli bakteryjnej do 10 ml pozywki. Wyniki te byly zblizone do tych,
ktore uzyskano po 20-godzinnym okresie przednamnazania prébek i prze-
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noszeniu 1 ml tej hodewli do 10 ml pozywki SC Bez zmiany stezenia
[wg 5]. . ‘

Zaobserwowano réwniez, ze po przesianiu na podioze stale BGA na-
mnozonego selektywnie w pozywkach RV i SC materialu, ktéry byt
przedmnazany w ciagu 6 godzin, wyraznie mniejsza byla liczba kolonii
bakterii towarzyszgcych i czesto uzyskiwano na ptytkach czyste hodowle
salmonelli. '

W dostepnym pismiennictwie nie spotkano prac dotyczacych wplywu
skréconego czasu przednamnazania przy jednoczeénie zwiekszonym steze-
niu pozywek -wybioérczo-namnazajacych na wykrywalno$é salmonelli
w zywnosci. D’Aoust i wsp. [2, 3] po 6-godzinnej inkubacji prébek zyw-
nosci zakazonéj paleczkami Salmonella w 7 roznych pozywkach nieselek-
tywnych (zbuforowanej wody peptonowej nie badano) uzyskali mniejszg
liczbe wynikéw dodatnich w poréwmaniu z okresem 24-godzinnym, nie-
zaleznie od objetosci przednamnozonej hodowli wprowadzonej do wyhbiédr-
czych podiozy namnazajacych (10 ml, 1 ml i 0,1 ml). Po- 6 godzinach
inkubacji w bulionie z laktoza uzyskano 65%, a w bulionie odzywczym
60% wynikéw dodatnich w poréwnaniu z okresem 24-godzinnym,

WNIOSKI

1. Zastosowanie podwéjnie stezonych pozywek wybiérezo-namnaza-
jacych RV i SC umozliwia skrécenie czasu przednamnazania prébek
migsa w zbuforowanej wodzie peptonowej.

2. Wigkszg liczbe izolacji salmonelli uzyskano stosujgc skrécony czas
przednamnazania nieselektywnego przy zastosowaniu do namnazania se-
lektywnego podwdjnie stezonej pozywki RV niz podwdjnie stezonej po-
zywki SC. )

3. Posiew 2 ml przednamnazanych w ciggu 6 godzin w zbuforo-
wanej wodzie peptonowej probek miesa mrozonego do 10 ml podwojnie
stezonej pozywki RV oraz namnazanie selektywne w tej pozywce w cig-
gu 20 godzin spowodowalo znaczne zwiekszenie liczby wynikéw dodat-
nich w poréwnaniu z prébkami przednamnazanymi w ciggu 20 godzin
1 przenoszonymi w iloéci 0,1 ml do 10 ml pozywki RV o normalnym ste-
zeniu (wedlug metody ISO). '

4. Posiew 1 ml przednamnazanej w ciagu 6 gdzin hodowli do 10 ml
podwdjnie stezonej pozywki SC umozliwit uzyskanie zblizonej liczby
izolacji pateczek Salmonelle w poréwnaniu z probkami przednamnaza-
nymi w ciggu 20 godzin i przenoszonymi w iloéci 1 ml do 10 ml pozywki
SC o normalnym stezeniu.
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THE EFFECT OF THE PREINCUBATION TIME AND CONCENTRATION
OF SELECTIVE MULTIPLYING MEDIA ON THE EFFECTIVENESS
OF SALMONELLA ORGANISMS ISOLATION FROM FROZEN MEAT

HOMOGENATES

Summary

Double concentrated RV and SC media were used for selective multiplication
of frozen meat homogenates preincubated in buffered peptone water during 6 and
20 hours. It was found that cultures of 2 ml of homogenate preincubated during
6 hours in 10 ml of twofold concentrated RV medium, and selective multiplication
during 20 hours made possible obtaining of a greater number of Salmonella iso-
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lates as compared to samples preinicubated during 20 hours and transferred in
volumes of 0.1 ml into 10 ml of normal concentration medium. n the other hand,
the growth of 1 ml of a culture preincubated during 6 hours transferred into 10 ml
of twofold concentrated SC medium yielded a similar number of salmonella isola-
tes as in the case of samples preincubated during 24 h and transferred in 1 ml
volumes into 10 ml of the SC medium without concentration change.
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