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Porównano efektywność metod izolacji salmonelli z homogenizatów 
mięsa mrożonego po wprowadzeniu do pożywek wybiórczo-namnaża- 
jących Rappaport-Vassiliadis oraz SC (z kwaśnym seleninem sodu 
i cystynq), przygotowanych wg przepisu i podwójnie stężonych róż- 
nych objętości próbek przednamnażanych przez 6 i 20 h w zbuforowa- 
nej wodzie peptonowej. 

W celu skrócenia metodyki oznaczania salmonelli w żywności w ostat- 
nich latach coraz częściej podejmuje się próby eliminacji etapu przed- 
namnażania nieselektywnego zarówno w powszechnie dotąd stosowanych 
metodach hodowlanych, jak i w opracowywanych metodach szybkich tzw. 
skryningowych. W związku z tym próbki żywności bez przednamnażania 
wprowadza się bezpośrednio do płynnych pożywek wybiórczo-namnaża- 
jących. Prowadzi to jednak do zmniejszenia wykrywałności samolnelli, 
zwłaszcza przy niewielkim zakażeniu początkowym lub w przypadkach 
osłabienia bądź uszkodzenia tych bakterii wskutek różnych zabiegów 
technologicznych badanej żywności [3, 4]. Podobnie skrócenie czasu 
przednamnażania w pożywkach nieselektywnych do 6 lub 7 godzin 
zmniejsza efektywność wykrywania salmonelli w porównaniu z okresem 
24-godzinnym [2, 3]. 
W niniejszej pracy podjęto próbę skrócenia czasu przednamnażania 

hemogenizatów mięsa mrożonego w zbuforowanej wodzie peptonowej 
przy równoczesnym wprowadzaniu różnych objętości przednamnożonej 
hodowli do różnych stężeń pożywek wybiórczo-namnażających. Zamiast 
obowiązującej w Polskich Normach pożywki z czterotionianem sodu 
(Miiller-Kauffmanna) zastosowano wprowadzaną ostatnio w wielu kra- 
jach zalecaną przez I50 (Międzynarodową Organizację Standaryzacyjną) 
pożywkę Rappaport-Vassiliadis (RV), która umożliwia uzyskanie bardziej 
miarodajnych wyników [1, 6, 8, 9]. 

MATERIAL I METODY BADAN 

Do badań użyto szczepów Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis i Sal- 
monella agona, otrzymanych z kolekcji Instytutu Weterynarii w Putawach.
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Mielone mięso wołowe pochodzące z Zakładów Mięsnych w Warszawie dzielono 
na porcje o masie 25 g, zakażono jednodniową hodowlą bulionową badanych szcze- 
pów : i przechowywano 2—3 miesiące w zamrażalniku łodówki (Donbas 9M) w temp. 

—12°C. 
Zakażenie początkowe 25-gramowei porcji mięsa przed jego zamrożeniem wy- 

nosiło 103—10% komórek badanego szczepu Salmonella. 
Z każdej porcji po rozmrożeniu przygotowywano homogenizat w 225 ml zbu- 

iorowanej wody peptonowej i przednamnażano w temp. 37°C przez 6 i 20 godzin. 
Po 6-godzinnym przednamnożeniu przenoszono 1,2 i 5 ml hodowli do 10 ml pod- 
wójnie stężonych pożywek RV i SC po czym namnażano selektywnie przez 20 go- 
dzin w temp. 37°C. Prócz tego po 20-godzinnym okresie przednamnażania przeno- 
szono 0,1 ml hodowli do 10 ml pożywki RV {wg 7] i 1 ml hodowli do 10 ml po- 
żywki sc [wg 5] i inkubowano przez 20 godzin w temp. 37°C. Wszystkie namno- 
żone próbki posiewano ezą na podłoża stałe BGA (agar z zielenią brylantową 
i czerwienią feriolową). Wzrost pałeczek Salmonella potwierdzano przy pomocy 

surowiec do aglutynacji szkiełkowej. 
Badanie każdej porcji mięsa wykonywano w 10 powtórzeniach. 

WYNIKI BADAŃ I ICH OMÓWIENIE 

Tabeła I. Wpływ czasu przednamnażania, wielkości inoculum oraz stężenia pożywek 
wybiórczo-namnażających na wykrywalność salmonelli w mięsie mrożonym 

The effect of preincubation time, inoculum size and concentration 
selective-multiplying media on the detection rate of Salmonella organisms in frozen meat 

x 

Badane szczepy Salmonella 

  

Objętość Czas (liczba badanych próbek) 
przednamna-  przed- Pożywka z - Procent 

żanego namna- wybiórczo-  Ń. typki- S. enteri- Razem wyników 
homogenizatu zania namnażająca murium tidis 5. авопа dodatnich 

(ml) (h) (105) (120) (140) 
liczba wynikéw dodatnich 

0,1 20 RV 69 98 100 267 73,15 
l 6 RY p. 79 100 96 275 15,34 
2 6 ВУ р. 91 104 120 315 86,30 
5 6 ВУ р. 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 

  

RV — pożywka Rappaport- Vassiliadis 
SC — bulion seleninowo-cystynowy 
p. — pożywka podwójnie stężona 

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli I. Największą efektywność 
wszystkich badanych szczepów Salmonella uzyskano wprowadzając 2 ml 
przednamnożonej w ciągu 6 godzin hodowli bakteryjnej do 10 ml | 
podwójnie stężonej pożywki RV. Również po przeniesieniu 1 ml 6-go- 
dzinnej hodowli do 10 ml podwójnie stężonej pożywki RV liczba izolacji 
S. typhimurium i S. enteritidis w badanych próbkach była wyższa niż 
po wprowadzeniu 0,1 ml przednamnazanej przez 20 godzin zawiesiny 
bakteryjnej do 10 ml pozywki RV o normalnym stezeniu [wg 7]. 

Przy zastosowaniu podwójnie stężonej pożywki SC najlepszą efektyw- 
ność wykrywania pałeczek Salmonella w badanych homogenizatach mięs- 

"nych uzyskano przenosząc 1 ml przednamnażanej w ciągu 6 godzin ho- 
dowli bakteryjnej do 10 ml pożywki. Wyniki te były zbliżone do tych, 
które uzyskano po 20-godzinnym okresie przednamnażania próbek i prze- 
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noszeniu 1 ml tej hodowli do 10 ml pożywki SC bez zmiany stężenia 
[wg 5]. , i 
Zaobserwowano również, że po przesianiu na podłoże stałe BGA na- mnożonego selektywnie w pożywkach RV i ŚĆ materiału, który był 

przedmnażany w ciągu 6 godzin, wyraźnie mniejszą była liczba kolonii 
bakterii towarzyszących i często uzyskiwano na płytkach czyste hodowle 
salmonelli. 

W dostępnym piśmiennictwie nie spotkano prac dotyczących wpływu 
skróconego czasu przednamnażania przy jednocześnie zwiększonym stęże- 
niu pożywek -wybiórczo-namnażających na wykrywalność salmonelli 
w żywności. D'Aoust i wsp. [2, 3] po 6-godzinnej inkubacji próbek żyw- 
ności zakażonej pałeczkami Salmonella w 7 różnych pożywkach nieselek- 
tywnych (zbuforowanej wody peptonowej nie badano) uzyskali mniejszą 
liczbę wyników dodatnich w porównaniu z okresem 24-godzinnym, nie- 
zależnie od objętości przednamnożonej hodowli wprowadzonej do wybiór- 
czych podłoży namnażających (10 ml, 1 mli 0,1 ml). Po: 6 godzinach 
inkubacji w bulionie z laktozą uzyskano 65%, a w bulionie odżywczym 
60% wyników dodatnich w porównaniu z okresem 24-godzinnym. 

WNIOSKI 

1. Zastosowanie podwójnie stężonych pożywek wybiórczo-namnaża- 
jących RV i SC umożliwia skrócenie czasu przednamnażania próbek 
mięsa w zbuforowanej wodzie peptonowej. 

2. Większą liczbę izolacji salmonelli uzyskano stosując skrócony czas 
przednamnażania nieselektywnego przy zastosowaniu do namnażania se- 
lektywnego podwójnie stężonej pożywki RV niż podwójnie stężonej po- 
żywki SC. , 

3. Posiew 2 ml przednamnażanych w ciągu 6 godzin w zbuforo- 
wanej wodzie peptonowej próbek mięsa mrożonego do 10 ml podwójnie 
stężonej pożywki RV oraz namnażanie selektywne w tej pożywce w cią- 
gu 20 godzin spowodowało znaczne zwiększenie liczby wyników dodat- 
nich w porównaniu z próbkami przednamnażanymi w ciągu 20 godzin 
i przenoszonymi w ilości 0,1 ml do 10 ml pożywki RV o normalnym stę- 
żeniu (według metody ISO). | 

4. Posiew ! ml przednamnażanej w ciągu 6 gdzin hodowli do 10 mil 
podwójnie stężonej pożywki SC umożliwił uzyskanie zbliżonej liczby 
izolacji pałeczek Salmonella w porównaniu z próbkami przednamnaża- 
nymi w ciągu 20 godzin i przenoszonymi w ilości 1 ml do 10 ml pożywki 
SC o normalnym stężeniu. 
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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 preincubated during 20 hours and transferred in 
volumes of 0.1 ml into 10 mi 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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