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Przeprowadzono badania majgce na celu opracowanie skutecznej
metody wykrywania pateczek z rodzaju Shigella. Poréwnujge podioza
namnazajgce SF ¢ GN oraz selektywne SS i XLD, najlepsze wyniki
uzyskano stosujge 12—16 godzinne namnazanie w podioiu GN, a na-
stepnie przesiewanie na podloze wybidrcze XLD.

WSTEP

Doniesienia o wystepowaniu epidemii czerwonki, spowodowanych przez
zakazong wode, zajmuja w pismiennictwie krajowym i zagranicznym od
szeregu lat stalg pozycje [1, 2, 3, 4, 5, 6]. W wiekszo$ci przypadkow
stwierdzenie, ze epidemia zostala spowodowana drogg wodng, oparte jest -
o badania epidemiologiczne. W bardzo rzadkich zas przypadkach [2]}
udalo sie autorom wykrycie paleczek czerwonki w wodzie podejrzanej
jako droga zakazenia.

Przyczyng tych niepowodzen, obok stosunkowo krotkiej przezywalno$-
ci pateczek czerwonki w wodzie i Sciekach, jest gtéwnie brak odpowied-
nich metod izolowania.

Trudnosci te dotyczg nie tylko izolowania pateczek z rodzaju Shigella
z wody, ale rowniez i z katu ludzi nawet w przypadkach klinicznie roz-
poznanej czerwonki. Powodow takiego stanu rzeczy moznaby szuka¢ za-
rowno w skierowanych do niedawna wysitkach wiekszosci badaczy na
wykrywanie bakterii z rodzaju Salmonella, jak i glownie we wlasciwos-
ciach fizjologicznych pateczek czerwonki.

Tradycyjnie jeszcze stosowane sa, do bezposredniej izolacji paleczek
jelitowych z katu, podloza opracowane w latach, gdy znano tylko kilka
gatunkéw Salmonella oraz 2 — Shigella i gdy dur brzuszny stanowit
riezwykle wazny problem medyczny; podioza te to Endo z roku 1904,
EMB — z r. 1916, BS (lub Wilson-Blaira) — z 1923 r., czy wreszcie
opracowane okolo roku 1940 podioza z dezoksycholanem i cytrynianem
sodu (DC lub SS). Z tych podlozy EMB byto najlepsze dla paleczek Shi-
gella.

W miarg, jak dur brzuszny odgrywal coraz mniejszg role w zakaze-
riach jelitowych oraz po okresleniu ogromnej liczby serotypow Salmo-
nella, Shigella i chorobotworczych pateczek okreznicy w minionym 30-
-leciu, konieczne stato sie zwrocenie wiekszej uwagi na ponowng ocene
i opracowanie cdpowiednich podiozy.
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Podloza stosowane do pierwszej izolacji chorobotworczych bakterii je-
litowych posiadajg dwie zasadnicze wady: 1) wystepowanie duzej liczby
wynikéw falszywie dodatnich i 2) brak wlasciwosci namnazajacych w sto-
sunku do niektorych szczegdlnie wymagajacych zarazkow.

Pierwsza wada zwigzana jest scisle z podstawowym zalozeniem, na kté-
rym oparte sg te podloza, a mianowicie na stosowaniu kryterium pato-
gennosci wedlug zdolnosci szybkiej fermentacji lgktozy. Jakkolwiek praw-
da jest, ze najbardziej typowe chorobotworcze paleczki jelitowe nie
fermentujg laktozy (lub sacharozy), istnieje pewna grupa jelitowych mi-
kroorganizméw o malej lub zadnej patogennosci, ktéra réwniez nie fer-
mentuje tych cukrow.

Druga wada lezy w uzyciu inhibitoréw warunkujgcych selektywnosé
podioza. Jak dotad nie udalo sie jeszcze zahamowaé¢ w zadowalajacy spo-
s6b rozmnazania bakterii grupy coli (jako dominujgcej w interesujgcych
nas badaniach) bez utraty czulosci podtoza w stosunku do bardziej wra-
zliwych bakterii chorobotwoérczych, a w szczegélnoSci do pateczek Shi-
gella, znacznie mmiej aktywnych biochemicznie od Salmonella lub Ari-
zona.

W zwigzku z powyzszym zaistniala pilna potrzeba opracowania statych
podiozy, ktére by lepiej roéznicowaly drobnoustroje chorobotworcze od
niechorobotwérczych 1 réwniez pozwolity na wzrost bardziej wrazliwych
pateczek jelitowych.

W latach 1965-—1969 Taylor i wsp. [7T—12] opisali podloza, ktére mia-
ly za zadanie spelnienie powyzszych wymagan. Podstawowe podloze
zwane XL zawiera laktoze, sacharoze, ksyloze, lizyne, wycigg z drozdzy
i czerwien fenolowg jako wskaznik. Fermentacja ktéregokolwiek z weglo-
wodanéw powoduje zakwaszenie (zz6tkniecie) podtoza.

Poniewaz Shigella sa biochemicznie najmniej aktywnymi zarazkami
wsrod paleczek jelitowych, podloze przeznaczone do ich izolacji musi
by¢ oparte raczej na reakcji negatywnej niz pozytywnej. Jest niemozli-
woéclg bowiem znalezienie np. takiego weglowodanu, ktéry bylby fer-
mentowany wylacznie przez Shigella. Wobec tego ideg, ktorg kierowali
sie autorzy, bylo wybranie takiego weglowodanu, ktéry jest fermento-
wany przez wszystkie jelitowe drobnoustroje z wyjatkiem Shigella. Wy-
bor padl na ksyloze. Wiekszosé jelitowych bakterii fermentujg jg szybko
z wyjatkiem Shigella i Providencia, ktére albo wecale nie fermentuja
tego cukru lub bardzo powoli. Salmonella, jak réwniez i Arizona fer-
mentujg ksyloze bardzo szybko, co mogloby by¢ powazna wada podioza
przy wykrywaniu réwniez i tych drobnoustrojow, poniewaz kolonie ich
przy zakwaszeniu podloza bylyby bardzo podobne do Enterobacteriaceae
niechorobotworczych, fermentujgcych laktoze czy sacharoze. Jednak do-
danie do podioza lizyny zapobiega trwatemu zakwaszeniu przez Salmo-
nella i Arizona, ktoére wskutek dekarboksylacji tego aminockwasu, po wy-
czerpaniu ksylozy, powodujg zmiane pH podloza na zasadowe, co z ko-
lei przypomina w reakcji Shigellu, ale ze znacznym opdznieniem. Aby
lizyno-dodatnie szczepy ZEsherichia coli nie mogly réwniez odwracaé
reakcji, dodano laktoze i sacharoze w nadmiarze. Wreszcie ostatnim te-
stem pomocnym dla réznicowania w omawianym podlozu jest system
wskazujacy na zdolnos¢ wytwarzania H,S, co ulatwia ogromnie rozpo-
znanie Selmonella 1 Arizona oraz wytwarzajgce H,S Citrobacter, Pro-
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teus vulgaris i P. mirabilis. Jak stwierdzili autorzy dodatnie wyniki fal-
szywe wystepuja rzadko na podlozu XL.

Istotng role w podlozach opartych na podilozu XL odgrywaja czynni-
ki hamujgce wzrost niepozgdanych mikroorganizméw. W tym celu za-
stosowano badz zielen brylantows (podloze XLBG — szczegélnie korzy-
stne do izolowania Salmonella) oraz dezoksycholan sodu (podioze XLD)
jako najlepiej nadajgce si¢ do izolowania Shigella z kalu ludzi. W trakcie
wykonywanych doswiadczen stwierdzono, ze Sh. dysenteriae (podgr. A)
i Sh. boydii (podgr. C) sa znacznie bardziej wrazliwe na dezoksycholan
sodu niz Sh. flexneri (podgr. B) i Sh. sonnei (podgr. D). Im bardziej
podloza stewaly sie hamujace, zanikal wzrost grupy A i C. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen autorzy zastanawiaja sie nawet, czy gru-
py B i D sg rzeczywisScie obecnie najbardziej rozpowszechnionymi shi-
gelami jako na to wskazujg wyniki badan epidemiologicznych, czy sg to
po prostu te drobnoustroje wsréd Shigella, ktére z uwagi na ich opor-
no$¢ w stosunku do stosowanych w podlozach inhibitoréw najczesciej sg
izolowane.

Ostateczna wydajno$é¢ podloza selektywnego musi byé okreslona przez
stosunek rozwijajacych sie bakterii grupy coli do jelitowych paleczek
chorobotworczych. Tak wiec niestuszne jest twierdzenie, ze najlepsze
jest takie podloze, ktore pozwala na najwiekszy wzrost Shigella; nalezy
zawsze zbada¢, czy takie podioze jest réwniez odpowiednie dla bakterii
grupy coli -

Na o0g6t mozna powiedzie¢, ze jeSli selektywno$¢ podioza (zdolnosé
do hamowania niepozadanych bakterii, w tym wypadku bakterii grupy
coli z jednoczesnym namnazaniem bakterii chorobotwérezych) jest bar-
dzo duza, to zwykle czulo$¢ takiego podloza (zdolno$¢ do wykrywania
maksymalnej liczby bakterii chorobotwérezych) jest bardzo matla.

Majac to na uwadze autorzy zdecydowali sie na dodanie dezoksycho-
lanu sodu w takiej ilosci, aby uzyska¢ kompromis miedzy czulodcig dla
Shigella i selektywnoscig dla grupy coli.

Opracowane w wyniku dlugich badan podioze XLD zostalo przez
Taylora i wsp. [7—12] oraz innych autoréw [13, 14] wyprébowane w la-
boratoriach klinicznych na bardzo duzym materiale (kilkanascie tysiecy
probek) do izolowania pateczek czerwonki z katu ludzi. Badania prowa-
dzono zawsze w poréwnaniu z podlozem SS oraz EMB lub Mac Conkey’a
w zaleznosci od laboratorium. Uzyskane wyniki upowaznily autoréw do
zalecenia tego podioza w laboratoriach klinicznych w rutynowanej pracy.

Zachecajace wyzej wymienione rezultaty izolowania pateczek czerwon-
ki z kalu, sklonily autorke niniejszej pracy do podjecia proby zastoso-
wania podtoza XLD do wykrywania pateczek czerwonki w wodzie. Moz-
liwosé izolacji z wody paleczek czerwonki wydaje sie by¢ u nas sprawg
wazng z uwagi na do$é¢ liczne epidemie czerwonki przypisywane wodzie
[15]. Ponadto wydawalo sie, ze ze wzgledu na krétki okres inkubacji
tej choroby istniejg teoretycznie dos¢ duze szanse na wykrywanie pale-
czek czerwonki w wodzie pod warunkiem posiadania odpowiedniej meto-
dy badawczej oraz szybko przeprowadzonego badania.

Ze wzgledu na $rodowisko badane, zawierajace zwykle mniej lub bsr-
dziej obfitg flore bakteryjng z bakteriami grupy coli wlacznie, waznym
elementem wykrywania Shigella, ktére najczesciej wystepowalyby w za-
kazonej wodzie w znacznej mniejszosci, jest niewatpliwie mozliwosé ich
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namnazania. Tak wiec dodatkows trudnosé¢ stanowi dysponowanie odpo-
‘wiednim podiozem namnazajgcym. Stosowane do wykrywania Salmo-
nella ptynne podioze SF lub TTC (z tetracjoniatem) w bardzo rzadkich
tylko przypadkach pomaga w izolacji pateczek czerwonki w badaniach
prowadzonych z probkami katu.

Cytowane juz prace Taylora dostarczaja pewnych danych poréwnaw-
czych o wydajnosci podtozy SF, TTC, GN i Sillikera do wykrywania Shi-
gella w kale.

W oparciu o dotychczasowe dane podjeto prace majacg na celu adap-
tacje wyzej opisanych metod do wykrywania pateczek czerwonki w wo-
dzie. Pracy o podobnej tematyce nie spotkano w dostepnym piSmien-
nictwie.

W czesei 1 przebadano zachowanie sie niektérych czystych szczepow
Shigella oraz E. coli na wybranych podlozach namnazajgcych (SF i GN)
oraz selektywnych (SS i XLD) w réznych warunkach doswiadczenia.

W czesei II badano mozliwosé wykrywania palteczek czerwonki z wo-
dy o réznym stopniu zanieczyszczenia, zakazonej sztucznie wybranymi
szczepami Shigella, przy czym poréwnano metode bezposredniego izolo-
wania na stalych podtozach wybioérczych z metoda posrednig (dwustop-
niowa), polegajaca na posiewie wody do pltynnych podlozy namnazaja-
cych, a nastepnie przesiewaniu uzyskanych hodowli na podioza wybior-
cze. W obu wersjach przebadano mozliwo$¢ zastosowania filtrow mem-
branowych (FM) jako podstawowego sposobu zageszczania badanej prob-
ki wody.

MATERIAL

Szczepy

Badania podstawowe (w cz. I) przeprowadzono, stosujac 4 szczepy Shigella,
otrzymane z Zakladu Bakteriologii PZH. Szczepy te to dwa najcze§ciej wystepu-
jace w Polsce: Sh. flexmeri typ 3a i Sh. sonnei oraz Sh. dysenteriae typ 2 i Sh.
boydii typ 1. Ponadto do badahi uzyto rowniez szczep Escherichia coli, wyizolowa-
ny z wody.

Podtoza

A. Podloza namnazajgce:

1. Podloze plynne SF (z kwasnym seleninem sodu), wykonywane wedlug prze-
pisu zalecanego przez Zaklad Bakteriologii PZH [16].

2. Podloze ptynne GN wedlug Hajna’ego [17] o nastepujgcym skladzie: bacto-
-tryptose — 20,0 g; bacto-dextrose — 1,0 g; d-mannitol — 2,0 g; cytrynian so-
du — 5,0 g; K;HPO, — 4,0 g; KH,PO, — 1,5 g; dezoksycholan sodu — 0,5 g;
NaCl — 5,0 g; woda — 1000,0 ml.

B. Podloza wybiérczo-réznicujgce:

1. Podloze SS suche, produkeji Difco [16].

2. Podloze XLD wedlug Taylora [7—12] o nastepujacym skladzie:

a) Agar podstawowy XL (xylose lysine agar): agar — 15,0 g; laktoza — 7,5 g;
sacharoza — 7,5 g; ksyloza — 3,75 g; L-lizyny chlorowodorek — 5,0 g; NaCl —
5,0 g; wycigg drozdzowy — 3,0 g; czerwien fenolowa (1% roztwo6r) -— 8,0 ml; woda
1000,0 mlL

b) Roztwor A: 34% tiosiarczan sodu oraz 4% cytfynian amonowo-zelazowy.

¢) Roztwdér B: 10% roztwér dezoksycholanu sodu.



INT 4 AL RLLL AN AFLULBEAML W VPRI TJL

W celu uzyskania pelnego podloza XLD nalezy po rozpuszczeniu i oziebieniu
agaru podstawowego XL dodaé¢ na kazde 100 ml 2,0 ml roztworu A, doprowadzié¢
pH do 6,9 za pomocg NaOH, a nastepnie 2,5 ml roztworu B i rozla¢ na plytki.

C. Podloza kontrolne i pltyny do rozciehczen [16]:

1. Agar odzywczy (zwykly).

2. Plyn Ringera w rozcienczeniu czterokrotnym.

METODYKA

Przygotowywanie zawiesiny do inoculum. Zawiesine wy]j-
$ciows czystych szczepow o gestosei ok. 10° komérek, przygotowywano z 24-godzin-
nej hodowli na agarze odzywczym, splukiwanej 4-krotnie rozcienczonym plynem
Ringera; gesto§é zawiesiny okreslano za pomocg standardowego wzorca bakteryj-
nego otrzymanego z Instytutu im. Tarasewicza w ZSRR.

Zawiesine wyjéciowa rozcieficzano w konwencjonalny sposob, stosujac 10-krotne
rozcieficzenie w plynie Ringera do uzyskania rozcienczenia 10—7, zawierajgcego
teoretycznie okolo 100 komérek w 1 ml. Rzeczywista gesto$é zawiesiny kontro-
lowano kazdorazowo przez wysiewanie dwaéch ostatnich rozcieficzen w ilo§ei 0,2 ml
na powierzchnie agaru odzywczego w plytce Petri’ego, hodowanie w 37° w ciagu
24 godz. i odpowiednie przeliczanie wyrostych kolonii w celu uzyskania $rednich
wynikéw.

Metode posiewu powierzchniowego wybrano po przeprowadzeniu réwnoleglych
posiewéw metodg piytek zalewanych, uzyskujac zgodne wyniki z innymi auto-
rami [18].

Posiewy na podtozach plynnych namnazajacych. Do probé-
wek zawierajacy 9 ml podloza SF lub GN dodawano po 1 ml przygotowanej bez-
posrednio przed posiewem zawiesiny badanego szczepu w rozcienczeniach: 10—,
10—6 oraz 10—7, zawierajacych odpowiednio teoretycznie 10000, 1000 i 100 bakterii.
Inkubacje prowadzono w 37° w réznych okresach czasu, w zalezno$ci od typu pro-
wadzonego do$wiadczenia, nie diuzej jednak niz 48 godz. Wzrost okreS§lano na pod-
stawie zmetnienia podloza, przyjmujac umowne znakowanie oraz w pewnych
przypadkach (doswiadczenie 4 i 5) iloSciowo, przez odpowiednie rozcienczenie —
po réznych okresach inkubacji — kazdej hodowli plynem Ringera 1 wysiewaniem
0,2 ml lub 0,5 ml otrzymanych rozcierniczen na 2 lub 3 rownolegle plytki z aga-
rem odzywezym. Po 24-godzinnej inkubacji obliczano $rednig gestodé kazdej bada-
nej hodowli w stosunku do 1 ml.

Posiewy na podlozach stalych wybiérczych., Posiewébw dokony-
wano albo przez analogiczne jak na agarze odZywezym wysiewanie odpowiednio
rozeienczonych (zwykle 10—5 10—8 i 10~7) zawiesin w iloSci 0,2 ml lub 0,5 ml na
powierzchnie dobrze podsuszonego podloza, albo przez przesiewanie za pomocag
uszka platynowego $rednicy 2 mm hodowli plynnych na SF lub GN po réznych
okresach inkubacji.

W pierwszym przypadku wzrost okreslano przez podawanie liczby drobno-
ustrojow w przeliczeniu na 1 ml danego rozcieticzenia. W drugim przypadku przy-
jeto dla okreélenia stopnia wzrostu czystych szczepéw umowne znakowanie.

Przebieg doswiadczen Przeprowadzono 5 rodzajow kilkakrotnie po-
wtarzanych do$wiadezen, majgcych na celu:

— w do$wiadezeniu 1 — okreslenie charakteru wzrostu oraz stopnia odzyski-
wania badanych szczepéw na podlozach stalych SS, XLD oraz na agarze odZyw-
czym, stanowigcym kontrole, w zaleznoici od gestosci inoculum i okresu inkubacji
(24 i 48 godz.); '
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— w do$wiadczeniu 2 — okreélenie charakteru i stopnia intensywnosci wzrostu
(zmetnienia) na podloZzach plynnych SF i GN w zaleznodci od gestosci inoculum
1 ckresu inkubacji (18, 24, i 48 godz.); .

— w doSwiadczeniu 3 — zbadanie stopnia odzyskiwania po réznych okresach
inkubacji (24 i 48 godz.) posianych szczepbw o réznej gesto§ci inoculum do pod-
lozy SF i GN na podlozach wybiérezych SS i XLD;

— w do$wiadczeniu 4 —— okreSlenie dynamiki rozwoju czystych szczepdw na
podlozach plynnych SF i GN w zaleznosci od gestodci inoculum oraz okresu inku-
bacji (4, 8, 12, 24 i 48 godz.) — badania iloSciowe;

— w do$wiadczeniu 5 — okre§lenie zaleznosci odzyskiwania czystych szezepbw
na podlozach wybiérezych SS i XLD od liczby drobnoustrojéw namnozonych
uprzednio na podiozach piynnych SF i GN po réznych okresach inkubacii (4, 8,
12, 24 i 48 godz.).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na wstepie nalezy podkre$li¢, ze wszystkie badane szczepy Shigella
rosty na podiozu XLD w postaci okraglych, lekko przeroczystych kolonii
o réznej $rednicy od 1 do 3 mm w zaleznosci od szezepu, koloru od
ciemno rozowego do czerwonego. Przy dosé obfitym wzroscie cale podto-
ze bylo réwmniez czerwone.

Jak juz uprzednio podano, w badaniach stosowano réznej wielkosci
inoculum, stanowigce rozcieficzenie wyjsciowej zawiesiny o stezeniu oko-
lo 10% komérek w 1 ml w stopniu 105, 10—6 i 10~7. Teoretycznie nalezato
sie spodziewaé, ze najmniejsze inoculum bedzie zawiera¢ okoto 100 bak-
terii w 1 ml (rozcienczenie 10~7), a najwieksze — 10000 komoérek (roz-
cienczenie 10-9),

Tabela I

Liczba bakterii w 1 ml zawiesiny w rozeieniczeniu 106 i 10~7 w stosunku do zawiesiny wyj-

sciowej o gestosci okolo 10¢ komérek w 1 ml, odzyskiwanych na agarze odzywezym

(kontrola), agarze SS, agarze XLD metoda posiewn powierzchniowego, po 24 godz.
hodowania w 37°

' f Agar I
‘ Agar SS Agar XLD
Szcze}?. | Pravidad M g gar
bakterii 3 ]—M~~ MR o -
| 10— | 10-7 | 10-s 10-7 10-s 10-7
| N g |
Shigella sonnei a ,’ 310 | 45 | 150 12 270 30
b 800 | 60 | 120 10 480 56
Sh. flexneri | a1 300 | 34 | 150 20 280 | 20
.’ b | 58 | 54 . 320 18 — —
e D220 | w4 100 2 90 11
Sh. dysenteriae |  a ‘ 19 | 21 65 5 155 12
b 200 | 20 40 0 40 2
I | 0 |0 |
Sh. boydii | a | 540 | 60 135 10 315 34
Y I 210 | 24 12 0 112 8
E. coli | a " 360 | 5 0 0 o | o
b | 580 | 70 | 0 | o 0 | 0
Foe 220 | 28 | 0 0 | 0 0
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Praktycznie uzyskiwano liczby réznigce sie od teoretycznie przewidy-
wanych, zwykle mmniejsze, ale na ogo6! z zachowaniem spodziewanego
rzedu wielko$ci, co przedstawiono przyktadowo w tabeli I, w rubryce
odnoszacej sie do agaru odzywczego.

Ponadto tabela I zawiera réwniez dane pordéwnawcze, dotyczgce stop-
nia odzyskiwania badanych szczepéw z zawiesin, przygotowanych jako
incculum, na agarze odzywczym (kontrola) oraz obu stosowanych podto-
zach wybidrezyceh SS i XLD (doswiadczenie 1).

Wyniki wstepnych badan, przedstawione w tabeli I, wskazuja juz na
wyraznie hamujgce dzialanie podloza SS (powszechnie dotad stosowa-
nego w badaniach w kierunku Salmonella — Shigella) w stosunku do
wszystkich 4 badanych szczepow Shigella, w tym najbardziej w stosun-
ku do Sh. dysenterige i Sh. boydii. Z obliczonych procentéw poszczegol-
nych danych wynika, Ze na podlozu SS odzyskiwano Sh. flexmeri w 14
do 66% (najczesciej w okolo 50%), Sh. sonnei w 17 do 48% (najczeSciej
w okolo 30%), Sh. dysenterizde w 0 do 34% oraz Sh. boydii w 0 do 25%.

Tabela II
Charakter i stopienn wzrostu badanych szezepéw Shigella i E. coli na podlozach plynnych
SF i GN w zaleznoéei od wielkosei dnoculum (rozcieticzenie od 10-5 do 10-7) i okresu
' inkubacji w temp. 37°

1 Okees | Podloze SF B Podloze GN
Szezep | irkuba- ‘ ! | ‘
bakterii ’ ¢ji ‘ 10—>s 106 10-7 10-5 ; 10-0 10—7
t w godz. ‘ [
S-S
Shigella sonnet ! 18 ? ? 9 ol i e e s
(40)* 24 ? ? ? +d R | AR
| 48 +- ? ; b | g | dda
Sh. flexneri 18 ? 9 9 ol dhote | clesbed | oofsdedd
(] ;oo 4 ? ? F4t | Ff | 4
|48 R ? | b bt |t
Sh. dysenteriae ’ 18 7 ? ? 2 el s oele +
(20)* 24 ? ? ? Tt | F | F
= ! ? ! et | Bdeb | b
Sh. boydii 18 ? T |2 ERNENE TN A
(60)* 24 | ? 7 2 +++ | +++ A+ F
|48 | 1 Pt | b |
B. coli ETE 2NN R T (RN RN
(55)* I S R R s
I s T s o

Dla podloza GN znakowanie: + + 4, 4+ 4, -, 4, — odpowiada w przyblizeniu zmet-
nieniu zawiesiny w plynie Ringera odpowiednio o stezeniu: >109, 109, 108, 107 i <107,
Z uwagi na wystepujace juz w podlozu jalowym SF lekkie zmetnienie i opalizacje przy-
jeto nastepujace znakowanie: ?==wzrost jak w podlozu kontrolnym; - =wyrazne zmet
nienie, bez redukeji selaninu; + - =wyrazne zmetnienie z wytraceniem czerwonawego
osadu.

* liczba dodanych bakterii w rozeieniczeniu 10-7
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o o1 — — P = e }
Przesiew z podloza SF 1
oo ) N . |
Szezep ‘ po 18 godez. | po 48 godz. },
bakterii S S— : — o ,,,,,,,,“
i na S8 ! na XLD na S8 | na XLD |

|

|

10-5[ 100 10-7, 10~ 10~¢ | 10-7 | 10-5 | 10—0 [ 10=7| 10—= | 10-¢ | 10—

a ‘ \ i |
Sh. sonnes - - ‘ = — e s ‘ s - U S — _
L ] | e
Sh. flewneri T e e
Sh. dysenteriae i \i i - ‘TFI‘ et b — = i B ‘ = -
I R ‘ ! ]
e Y S, | S pe— ey g ‘A_,«,_1~_¥ —
Sh. boydii ‘++}+—17‘++ b bt ol A ] g o | ] e 4
e e S B B i ; R
E. coli [ ey ey I S S Sy ey [
i | “ i ; 3 I
— = brak wzrostu; 4+ = wzrost kolonii tylko w pierwszej linii posiewu eza (w nawiasic

obecne pojedyneze kolonic; + 4 4 = wzrost bardzo obfity; kolonic pojedyneze tylko

Analogiczne odsetki w odniesieniu do podiloza XLD wynosza: dla Sh.
sonnei 66 do 99%, Sh. flexneri 30 do 93%, Sh. dysenteriaze 10 do 81%
i Sh. boydii 30 do 56%.

Z ostatnich danych wyraznie wida¢, ze podloze XLD jest znacznie
mniej hamujace dla Shigella niz podloze SS. Jak nalezalo sie réwniez
spodziewa¢, obydwa podloza catkowicie hamowaly wzrost stosowanego
szczepu E. coli.

Kolonie liczone na obu podiozach selektywnych po 24 i 48 godz. inku-
bacji nie wykazywaly réznic iloSciowych, natomiast ze wzgledu na moz-
liwos¢ wystapienia pewnych zmian morfologicznych odezytywano wyni-
ki po 24 godz. hodowania.

Z danych przedstawionych w tabeli I mozna wyciagnaé réwniez prak-
tyczny wniosek, ze do kontroli gestosci zawiesiny badanych szczepéow
nie nalezy uzywa¢ podlozy wybiérezych.

Wyniki do$wiadczenia 2, majacego na celu okre$lenie charakteru wzro-
stu i stopnia jego intensywnosci tylko na podstawie zmetnienia (badania
jakosciowe) badanych szczepéw na podlozach pltynnych namnazajacych
SF i GN w zalezno$ci od wielkosci dodawanego inoculum, przedstawio-
no w tabeli II. Ze wzgledu na pewien stopien zmetnienia jalowego pod-
loza SF oraz jego opalizacje, nie mozna bylo zastosowaé znakowania
przyjetego dla podtoza GN, ktore w pewnym stopniu dawalo w przybli-
zeniu rozeznanie co do stezenia otrzymanych hodowli drobnoustrojow.

Dane zawarte w tabeli II wydajg sie wskazywaé¢ na brak wzrostu
w podiozu SF (z wyjatkiem 1 przypadku) oraz na to, ze podloze GN
jest istotnie podlozem namnazajagcym dla wszystkich szczepow Shigella,
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jak i niestety dla E. coli. Niektore szczepy jak np. Sh. sonnei czy Sh.
dysentericge wydaje sie, ze wymagajg nieco wiecej czasu do uzyskania
maksymalnego rozwoju w przypadku matego inoculum.

Badania przeprowadzone w nastepnym, 3 doswiadczeniu mialy na celu
wykaza¢, czy w przypadku nawet wzrostu rzedu 107 komoérek lub ponize]
w podlozu GN (brak zmetniehia) mozna uzyska¢ dodatnie wyniki po
przesianiu na podloza state wybidrcze oraz czy pomimo braku wyrazne-
go zmetnienia na podlozu SF sg w nim obecne posiane bakterie i czy
mozna je wyizolowaé na podiozach statych selektywnych. Ponadto w tym
doswiadczeniu starano sie ustali¢, ezy w izolowaniu bakterii z hodowli
plynnych ma znaczenie zaréwneo rodzaj podioza, z ktorego dokonuje sie
izolacji, jak i rodzaj podloza selektywnego, na ktére dokonuje sig prze-
siewdéw. W tym celu kazda hodowla na podlozu SF byla przesiewana na
podloza SS i XLD i odwrotnie kazda hodowla na podtozu GN byta prze-
siewana réwniez na oba podloza selektywne. Wyniki tych badan przed-
stawiono w tabeli IIL.

Doswiadczenie 3 (tabela III) dostarczylo wiele niespodziewanych wy-
nikow. Przede wszystkim nalezy stwierdzi¢, ze dla maksymalnego od-
zyskiwania (izolowania) poszukiwanych bakterii bardzo wazny jest do-
bér podioza namnazajgcego 1 wybiorczego. Jak wida¢, najwiecej dodat-
nich wynikow izolacji otrzymano nammazajac szczepy Shigella w pod-
lozu GN i przesiewajac je na podloze XLD po 18 godz. inkubacji. Wyda-
je sie, ze przedluzania czasu namnazania np. do 48 godz. w niektérych
przypadkach (Sh. boydii) catkowicie uniemozliwia otrzymanie dodatniego
wyniku. Podobne zjawisko obserwuje sie stosujac jako podloze selekty-






