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Przeprowadzono badania mające na celu opracowanie skutecznej 

metody wykrywania pałeczek z rodzaju Shigella. Porównując podłoża 

namnazajqce SF i GN oraz selektywne SS i XLD, najlepsze wyniki 

uzyskano stosując 12—16 godzinne namnażanie w podłożu GN, a na- 

stępnie przesiewanie na podłoże wybiórcze XLD. 

WSTĘP 

Doniesienia o występowaniu epidemii czerwonki, spowodowanych przez 
zakażoną wodę, zajmują w piśmiennictwie krajowym i zagranicznym od 
szeregu lat stałą pozycję [1l, 2, 3, 4, 5, 6]. W większości przypadków 
stwierdzenie, że epidemia została spowodowana drogą wodną, oparte jest ° 
o badania epidemiologiczne. W bardzo rzadkich zaś przypadkach [21 
udało się autorom wykrycie pałeczek czerwonki w wodzie podejrzanej 
jako droga zakażenia. 

Przyczyną tych niepowodzeń, obok stosunkowo krótkiej przeżywalnoś- 
ci pałeczek czerwonki w wodzie i ściekach, jest głównie brak odpowied- 
nich metod izolowania. 

Trudności te dotyczą nie tylko izolowania pałeczek z rodzaju Shigella 
z wody, ale również i z kału ludzi nawet w przypadkach klinicznie roz- 
poznanej czerwonki. Powodów takiego stanu rzeczy możnaby szukać za- 
równo w skierowanych do niedawna wysiłkach większości badaczy na 
wykrywanie bakterii z rodzaju Salmonella, jak i głównie we właściwoś- 
ciach fizjologicznych pałeczek czerwonki. 

Tradycyjnie jeszcze stosowane są, do bezpośredniej izolacji pałeczek 

jelitowych z kału, podłoża opracowane w latach, gdy znano tylko kilka 
gatunków Salmonella oraz 2 — Shigelia i gdy dur brzuszny stanowił 
riezwykle ważny problem medyczny; podłoża te to Endo z roku 1904, 

EMB — z r. 1916., BS (lub Wilson-Blaira) — z 1923 r., czy wreszcie 
opracowane około roku 1940 podłoża z dezoksycholanem i cytrynianem 
sodu (DC lub SS). Z tych podłoży EMB było najlepsze dla pałeczek Shi- 

gella. 

W miarę, jak dur brzuszny odgrywał coraz mniejszą rolę w zakaże- 
niach jelitowych oraz po określeniu ogromnej liczby serotypów Salmo- 
nella, Shigella i chorobotwórczych pałeczek okrężnicy w minionym 30- 
-leciu, konieczne stało się zwrócenie większej uwagi na ponowną ocenę 
i opracowanie odpowiednich podłoży.
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Podłoża stosowane do pierwszej izolacji chorobotwórczych bakterii je- 
litowych posiadają dwie zasadnicze wady: 1) występowanie dużej liczby 
wyników fałszywie dodatnich i 2) brak właściwości namnażających w sto- 
sunku do niektórych szczególnie wymagających zarazków. 

Pierwsza wada związana jest ściśle z podstawowym założeniem, na któ- 
rym oparte są te podłoża, a mianowicie na stosowaniu kryterium pato- 
genności według zdolności szybkiej fermentacji lgktozy. Jakkolwiek praw- 
dą jest, że najbardziej typowe chorobotwórcze pałeczki jelitowe nie 
fermentują laktozy (lub sacharozy), istnieje pewna grupa jelitowych mi- 
kroorganizmów o małej lub żadnej patogenności, która również nie fer- 
mentuje tych cukrów. 

Druga wada leży w użyciu inhibitorów warunkujących selektywność 
podłoża. Jak dotąd nie udało się jeszcze zahamować w zadowalający spo- 
sób rozmnażania bakterii grupy coli (jako dominującej w interesujących 
nas badaniach) bez utraty czułości podłoża w stosunku do bardziej wra- 
żliwych bakterii chorobotwórczych, a w szczególności do pałeczek Shi- 
gella, znacznie mniej aktywnych biochemicznie od Salmonella lub Ari- 
zona. 

W związku z powyższym zaistniała pilna potrzeba opracowania stałych 
podłoży, które by lepiej różnicowały drobnoustroje chorobotwórcze od 
niechorobotwórczych i również pozwoliły na wzrost bardziej wrażliwych 
pałeczek jelitowych. 

W latach 1965—1969 Taylor i wsp. [7—12] opisali podłoża, które mia- 
ły za zadanie spełnienie powyższych wymagań. Podstawowe podłoże 
zwane XL zawiera laktozę, sacharozę, ksylozę, lizynę, wyciąg z drożdży 
i czerwień fenołową jako wskaźnik. Fermentacja któregokolwiek z węglo- 
wodanów powoduje zakwaszenie (zżółknięcie) podłoża. 

Ponieważ Shigella są biochemicznie najmniej aktywnymi zarazkami 
wśród pałeczek jelitowych, podłoże przeznaczone do ich izolacji musi 
być oparte raczej na reakcji negatywnej niż pozytywnej. Jest niemożli- 

wością bowiem znalezienie np. takiego węglowodanu, który byłby fer- 
mentowany wyłącznie przez Shigella. Wobec tego ideą, którą kierowali 
się autorzy, było wybranie takiego węglowodanu, który jest fermento- 
wany przez wszystkie jelitowe drobnoustroje z wyjątkiem Shigella. Wy- 
bór padł na ksylozę. Większość jelitowych bakterii fermentują ją szybko 
z wyjątkiem Shigella i Providencia, które albo wcale nie fermentuja 
tego cukru lub bardzo powoli. Salmonella, jak również i Arizona fer- 
mentują ksylozę bardzo szybko, co mogłoby być poważną wadą podłoża 
przy wykrywaniu również i tych drobnoustrojów, ponieważ kolonie ich 
przy zakwaszeniu podłoża byłyby bardzo podobne do Enterobacteriaceae 
niechorobotwórczych, fermentujących laktozę czy sacharozę. Jednak do- 
danie do podłoża lizyny zapobiega trwałemu zakwaszeniu przez Salmo- 
nella i Arizona, które wskutek dekarboksylacji tego aminokwasu, po wy- 
czerpaniu ksylozy, powodują zmianę pH podłoża na zasadowe, co z ko- 
lei przypomina w reakcji Shigella, ale ze znacznym opóźnieniem. Aby 
lizyno-dodatnie szczepy Esherichia coli nie mogły również odwracać 
reakcji, dodano laktozę i sacharozę w nadmiarze. Wreszcie ostatnim te- 
stem pomocnym dla różnicowania w omawianym podłożu jest system 
wskazujący na zdolność wytwarzania H.S, co ułatwia ogromnie rozpo- 
znanie Salmonella i Arizona oraz wytwarzające H+S Citrobacter, Pro-
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teus vulgaris i P. mirabilis. Jak stwierdzili autorzy dodatnie wyniki fał- 
szywe występują rzadko na podłożu XL. 

Istotną rolę w podłożach opartych na podłożu XL odgrywają czynni- 
ki hamujące wzrost niepożądanych mikroorganizmów. W tym celu za- 
stosowano bądź zieleń brylantową (podłoże XLBG — szczególnie korzy- 
stne do izolowania Salmonella) oraz dezoksycholan sodu (podłoże XLD) 
jako najlepiej nadające się do izolowania Shigella z kału ludzi. W trakcie 
wykonywanych doświadczeń stwierdzono, że Sh. dysenteriae (podgr. A) 
i Sh. boydiż (podgr. С) są znacznie bardziej wrażliwe na dezoksycholan 
sodu niż Sh. jlecneri (podgr. B) i Sh. sonnei (podgr. D). Im bardziej 
podłoża stawały się hamujące, zanikał wzrost grupy A i C. Na podstawie 
przeprowadzonych doświadczeń autorzy zastanawiają się nawet, czy gru- 
py Bi D są rzeczywiście obecnie najbardziej rozpowszechnionymi shi- 
gelami jako na to wskazują wyniki badań epidemiologicznych, czy są to 
po prostu te drobnoustroje wśród Shigella, które z uwagi na ich opor- 
ność w stosunku do stosowanych w podłożach inhibitorów najczęściej są 
izolowane. 

Ostateczna wydajność podłoża selektywnego musi być określona przez 
stosunek rozwijających się bakterii grupy coli do jelitowych pałeczek 
chorobotwórczych. Tak więc niesłuszne jest twierdzenie, że najlepsze 
jest takie podłoże, które pozwala na największy wzrost Shigella; należy 
zawsze zbadać, czy takie podłoże jest również odpowiednie dla bakterii 
grupy coli 

Na ogół można powiedzieć, że jeśli selektywność podłoża (zdolność 
do hamowania niepożądanych bakterii, w tym wypadku bakterii grupy 
coli z jednoczesnym namnażaniem bakterii chorobotwórczych) jest bar- 
dzo duża, to zwykle czułość takiego podłoża (zdolność do wykrywania 
maksymalnej liczby bakterii chorobotwórczych) jest bardzo mała. 

Mając to na uwadze autorzy zdecydowali się na dodanie dezoksycho- 
lanu sodu w takiej ilości, aby uzyskać kompromis między czułością dla 
Shigella i selektywnością dla grupy coli. 
Opracowane w wyniku długich badań podłoże XLD zostało przez 

Taylora i wsp. [7—12] oraz innych autorów [13, 14] wypróbowane w la- 
boratoriach klinicznych na bardzo dużym materiale (kilkanaście tysięcy 
próbek) do izolowania pałeczek czerwonki z kału ludzi. Badania prowa- 
dzono zawsze w porównaniu z podłożem SS oraz EMB lub Mac Conkey'a 

w zależności od laboratorium. Uzyskane wyniki upoważniły autorów do 
zalecenia tego podłoża w laboratoriach klinicznych w rutynowanej pracy. 

Zachęcające wyżej wymienione rezultaty izolowania pałeczek czerwon- 
ki z kału, skłoniły autorkę niniejszej pracy do podjęcia próby zastoso- 
wania podłoża XLD do wykrywania pałeczek czerwonki w wodzie. Moż- 
liwość izolacji z wody pałeczek czerwonki wydaje się być u nas sprawą 
ważną z uwagi na dość liczne epidemie czerwonki przypisywane wodzie 
[15]. Ponadto wydawało się, że ze względu na krótki okres inkubacji 
tej choroby istnieją teoretycznie dość duże szanse na wykrywanie pałe- 
czek czerwonki w wodzie pod warunkiem posiadania odpowiedniej meto- 
dy badawczej oraz szybko przeprowadzonego badania. 

Ze względu na środowisko badane, zawierające zwykle mniej lub bar- 
dziej obfitą florę bakteryjną z bakteriami grupy coli włącznie, ważnym 
elementem wykrywania Shigella, które najczęściej występowałyby w za- 
każonej wodzie w znacznej mniejszości, jest niewątpliwie możliwość ich
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namnazania. Tak wiec dodatkowa trudnos¢ stanowi dysponowanie odpo- 
‘wiednim podłożem namnażającym. Stosowane do wykrywania Salmo- 
nella płynne podłoże SF lub TTC (z tetracjoniatem) w bardzo rzadkich 
tylko przypadkach pomaga w izolacji pałeczek czerwonki w badaniach 
prowadzonych z próbkami kału. 

Cytowane już prace Taylora dostarczają pewnych danych porównaw- 
czych o wydajności podłoży SF, TTC, GN i Sillikera do wykrywania Shi- 
gella w kale. 

W oparciu o dotychczasowe dane podjęto pracę mającą na celu adap- 
tację wyżej opisanych metod do wykrywania pałeczek czerwonki w wo- 
dzie. Pracy o podobnej tematyce nie spotkano w dostępnym piśmien- 
nictwie. 

W części I przebadano zachowanie się niektórych czystych szczepów 
Shigella oraz E. coli na wybranych podłożach namnażających (SF i GN) 
oraz selektywnych (55 i XLD) w różnych warunkach doświadczenia. 

W części II badano możliwość wykrywania pałeczek czerwonki z wo- 
dy o różnym stopniu zanieczyszczenia, zakażonej sztucznie wybranymi 

szczepami Shigella, przy czym porównano metodę bezpośredniego izole- 
wania na stałych podłożach wybiórczych z metodą pośrednią (dwustop- 
niową), polegającą na posiewie wody do płynnych podłoży namnażają- 
cych, a następnie przesiewaniu uzyskanych hodowli na podłoża wybiór- 
cze. W obu wersjach przebadano możliwość zastosowania filtrów mem- 
branowych (FM) jako podstawowego sposobu zagęszczania badanej prób- 
ki wody. 

MATERIAŁ 

Szczepy 

Badania podstawowe (w cz. I) przeprowadzono, stosując 4 szczepy Shigella, 

otrzymane z Zakładu Bakteriologii PZH. Szczepy te to dwa najczęściej występu- 

jące w Polsce: Sh. flexneri typ 3a i Sh. sonnei oraz Sh. dysenteriae typ 2 i Sh. 

boydii typ 1. Ponadto do badań użyto również szczep Escherichia coli, wyizolowa- 

ny z wody. 

Podłoża 

A. Podłoża namnażające: 

1. Podłoże płynne SF (z kwaśnym seleninem sodu), wykonywane według prze- 

pisu zalecanego przez Zakład Bakteriologii PZH [16]. 

2. Podłoże płynne GN według Hajna'ego [17] o następującym składzie: bacto- 

-tryptose — 20,0 g; bacto-dextrose — 1,0 g; d-mannitol — 20 g; cytrynian so- 

du — 5,0 g; K,HPO, — 40 g; KH,PO, — 1,5 g; dezoksycholan sodu — 0,5 в; 

NaCl] — 5,0 g; woda — 1000,0 ml. 

B. Podłoża wybiórczo-różnicujące: 

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

2. Podłoże XLD według Taylora 11—12] o następującym składzie: 

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 5; wyciąg drożdżowy — 3,0 g; czerwień fenolowa (1% roztwór) -— 8,0 ml; woda 

1000,0 ml. 

b) Roztwór A: 34% tiosiarczan sodu oraz 4% cytrynian amonowo-żelazowy. 

c) Roztwór B: 10% roztwór dezoksycholanu sodu.
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W celu uzyskania pełnego podłoża XLD należy po rozpuszczeniu i oziębieniu 

agaru podstawowego XL dodać na każde 100 ml 2,0 ml roztworu A, doprowadzić 

pH do 6,9 za pomocą NaOH, a następnie 2,5 mł roztworu B i rozlać na płytki. 

C. Podłoża kontrolne i płyny do rozcieńczeń [16]: 

1. Agar odżywczy (zwykły). 

2. Płyn Ringera w rozcieńczeniu czterokrotnym. 

METODYKA 

Przygotowywanie zawiesiny do inoculum.  Zawiesinę wyj- 

ściową czystych szczepów o gęstości ok. 10% komórek, przygotowywano z 24-godzin- 

nej hodowli na agarze odżywczym, spłukiwanej 4-krotnie rozcieńczonym płynem 

Ringera; gęstość zawiesiny określano za pomocą standardowego wzorca bakteryj- 

nego otrzymanego z Instytutu im. Tarasewicza w ZSRR. 

Zawiesinę wyjściową rozcieńczano w konwencjonalny sposób, stosując 10-krotne 

rozcieńczenie w płynie Ringera do uzyskania rozcieńczenia 10—7, zawierającego 

teoretycznie około 100 komórek w 1 ml. Rzeczywistą gęstość zawiesiny kontro- 

lowano każdorazowo przez wysiewanie dwóch ostatnich rozcieńczeń w ilości 0,2 ml 

na powierzchnię agaru odżywczego w płytce Petri'ego, hodowanie w 37? w ciągu 

24 godz. i odpowiednie przeliczanie wyrosłych kolonii w celu uzyskania Średnich 

wyników. 

Metodę posiewu powierzchniowego wybrano po przeprowadzeniu równoległych 

posiewów metodą płytek zalewanych, uzyskując zgodne wyniki z innymi auto- 

rami [18]. 

Posiewy na podłożach płynnych namnażających. Do probó- 

wek zawierający 9 ml podłoża SF lub GN dodawano po 1 ml przygotowanej bez- 

pośrednio przed posiewem zawiesiny badanego szczepu w rozcieńczeniach: 10—, 

10—5 oraz 10—7, zawierających odpowiednio teoretycznie 10000, 1000 i 100 bakterii. 

Inkubację prowadzono w 379 w różnych okresach czasu, w zależności od typu pro- 

wadzonego doświadczenia, nie dłużej jednak niż 48 godz. Wzrost określano na pod- 

stawie zmętnienia podłoża, przyjmując umowne znakowanie oraz w pewnych 

przypadkach (doświadczenie 4 i 5) ilościowo, przez odpowiednie rozcieńczenie — 

po różnych okresach inkubacji — każdej hodowli płynem Ringera i wysiewaniem 

0,2 ml lub 0,5 ml otrzymanych rozcieńczeń na 2 lub 3 równoległe płytki z aga- 

rem odżywczym. Po 24-godzinnej inkubacji obliczano średnią gęstość każdej bada- 

nej hodowli w stosunku do 1 ml. 

Posiewy na podłożach stałych wybiórczych. Posiewów dokony- 

wano albo przez analogiczne jak na agarze odżywczym wysiewanie odpowiednio 

rozcieńczonych (zwykle 10—5 10—68 i 10—7) zawiesin w ilości 0,2 ml lub 0,5 ml na 

powierzchnię dobrze podsuszonego podłoża, albo przez przesiewanie za pomocą 

uszka platynowego średnicy 2 mm hodowli płynnych na SF lub GN po różnych 

okresach inkubacji. 

W pierwszym przypadku 'wzrost określano przez podawanie liczby drobno- 

ustrojów w przeliczeniu na 1 ml danego rozcieńczenia. W drugim przypadku przy- 

jęto dla określenia stopnia wzrostu czystych szczepów umowne znakowanie. 

Przebieg doświadczeń. Przeprowadzono 5 rodzajów kilkakrotnie po- 

wtarzanych doświadczeń, mających na celu: 

— w doświadczeniu 1 — określenie charakteru wzrostu oraz stopnia odzyski- 

wania badanych szczepów na podłożach stałych SS, XLD oraz na agarze odżyw- 

czym, stanowiącym kontrolę, w zależności od gęstości inoculum i okresu inkubacji 

(24 i 48 godz.); |
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-—- w doświadczeniu 2 — określenie charakteru i stopnia intensywności wzrostu 
(zmętnienia) na podłożach płynnych SF i GN w zależności od gęstości inoculum 
i okresu inkubacji (18, 24, i 48 godz.); . 

— w doświadczeniu 38 — zbadanie stopnia odzyskiwania po różnych okresach 
inkubacji (24 i 48 godz.) posianych szczepów o różnej gęstości inoculum do pod- 

łoży SF i GN na podłożach wybiórczych SS i XLD; 

— w doświadczeniu 4 -—— określenie dynamiki rozwoju czystych szczepów na 
podłożach płynnych SF i GN w zależności od gęstości inoculum oraz okresu inku- 

bacji (4, 8, 12, 24 i 48 godz.) — badania ilościowe; 

— w doświadczeniu 5 — określenie zależności odzyskiwania czystych szczepów 
na podłożach wybiórczych SS i XLD od liczby drobnoustrojów mamnożonych 
uprzednio na podłożach płynnych SF i GN po różnych okresach inkubacji (4, 8, 
12, 24 i 48 godz.). 

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE 

Na wstępie należy podkreślić, że wszystkie badane szczepy Shigella 
rosły na podłożu XLID w postaci okrągłych, lekko przeroczystych kolonii 
o różnej średnicy od 1 do 3 mm w zależności od szczepu, koloru od 
ciemno różowego do czerwonego. Przy dość obfitym wzroście całe podło- 
że było również czerwone. 

Jak już uprzednio podano, w badaniach stosowano różnej wielkości 
inoculum, stanowiące rozcieńczenie wyjściowej zawiesiny o stężeniu oko- 
ło 10% komórek w 1 ml w stopniu 10-5, 10-6 i 107. Teoretycznie należało 
się spodziewać, że najmniejsze inoculum będzie zawierać około 100 bak- 
terii w 1 ml (rozcieńczenie 1077), a największe — 10000 komórek (roz- 
cieńczenie 1075), 

Tabela I 

Liczba bakterii w 1 ml zawiesiny w rozcieńczeniu 10—6i 10—7 w stosunku do zawiesiny wyj- 
ściowej o gęstości około 103 komórek w 1 ml, odzyskiwanych na agarze odżywczym 
(kontrola), agarze 58, agarze XLD metodą posiewu powierzchniowego, po 24 godz. 

hodowania w 37° 

      

  
  

  

  

  

  

  

      

| | Agar | | Agar 88 Agar XLD Szczep | Pizykiadi sdżywózy 8 gar 

bakterii | "z | —— |— |: | =. 
| 10-5 10-7 | 10-6 10-7 10-6 10-7 

| a | | | 
| + 

Shigella sonnei a | 310 | 45 | 150 12 270 | 30 
bo | 500 | 60 | 120 10 480 | 56 

Sh. fleeneri | w | 30 | 34 | 150 20 280 20 
| b | 680 | 54 320 18 — | 

2 | 220 | 14 | 100 2 90 | 1 
Sh. dysenteriae | a | 190 | 21 | 65 5 155 | 12 

| bo | 200 20 | 40 0 0 2 
Sh. boydii = | a | 540 | 60 | 185 10 315 | 34 

| b | 210 | 24 № 0 112 8 
K. coli | a | 360 | 55 | 0 0 0) 0 

(| b 580 70 | о | 0 0.) 0 
e 220 | 28 0 0 | 0 0
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Praktycznie uzyskiwano liczby różniące się od teoretycznie przewidy- 

wanych, zwykle mniejsze, ale na ogół z zachowaniem spodziewanego 
rzędu wielkości, co przedstawiono przykładowo w tabeli I, w rubryce 
odnoszącej się do agaru odżywczego. 

Ponadto tabela I zawiera również dane porównawcze, dotyczące stop- 
nia odzyskiwania badanych szczepów z zawiesin, przygotowanych jako 
inoculum, na agarze odżywczym (kontrola) oraz obu stosowanych podło- 
żach wybiórczych SS i XLD (doświadczenie 1). 

Wyniki wstępnych badań, przedstawione w tabeli I, wskazują już na 
wyraźnie hamujące działanie podłoża SS (powszechnie dotąd stosowa- 
nego w badaniach w kierunku Salmonella — Shigella) w stosunku do 
wszystkich 4 badanych szczepów Shigella, w tym najbardziej w stosun- 
ku do Sh. dysenteriae i Sh. boydii. Z obliczonych procentów poszczegól- 
nych danych wynika, że na podłożu SS odzyskiwano Sh. flexneri w 14 
do 66% (najczęściej w około 50%), Sh. sonnei w 17 do 48% (najczęściej 
w około 30%), Sh. dysenteriae w 0 do 34% oraz Sh. boydii w 0 do 25%. 

Tabela II 

Charakter i stopień wzrostu badanych szczepów Shigella i E. coli na podłożach płynnych 

SF i GN w zależności od wielkości inoculum (rozcieńczenie od 10-5 do 10-7) i okresu 

| inkubacji w temp. 37° 
  

  

  

  

  

                

| Okres | Podloze SF Podłoże GN 
Szezep | irkuba- | | | 

bakterii cji i 10—5 10—6 10-7 10-5 10-8 107 

| w godz. | | 
ee 

Shigella sonnet | 18 ? ? 9 TEE att de 

(40)* | 24 ? i ? fee | bee | E+ 
| 48 + ? ; <-> | Rek | в 

Sh. flexneri | 18 ? 9 9 skody | <Kapeu | +В аа. 

(aay* ‚24 j ? ? pik | tok | tet 
| 48, Poj? | +++ | +++ | +++ 

Sh. dysenteriae | 18 2 ? ? ZE ają, Зы Не + 

(20)* 24 2 ? ? t= | Fi>b | Flet 
|. № ? ? ? Hr | kob | spo 

Sh. boydii | 18 ? ? ? +b | dpepep | drop 
(60)* 24 | ? } : НО 

|8? ? o, +++ | +++ | +++ 
Е. coli 18 | 1 Poj 1 | ЕЕ | ++ | +++ 
(55)* | 24 | 1 + | 1 |4+++ | +++ | +++ 

| 48 0? ee 

Dla podłoża GN znakowanie: +- -+--|, ++-, +, +-, — odpowiada w przybliżeniu zmęt- 

nieniu zawiesiny w płynie Ringera odpowiednio o stężeniu: >105, 105, 108, 107 i <107. 

Z uwagi na występujące już w podłożu jałowym SF lekkie zmętnienie i opalizację przy- 

jęto następujące znakowanie: ?-=wzrost jak w podłożu kontrolnym; -- =wyraźne zmęt 

nienie, bez redukcji selaninu; +- - =wyraźne zmętnienie z wytrąceniem czerwonawego 

osadu. 

* liczba dodanych bakterii w rozcieńczeniu 10-7
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Tabe 

Odzyskiwanie (jakościowe) szczepów Shigella i E. coli na podłożach wybiórczych SS 

nego inocculum (rozcien 
| | 

Przesiew z podłoża ВЕ 

| 
| 

| 

Szczep po 18 godz. i po 48 godz. | 

bakterii m poe i че U nk AK o ete pc - 

na SS | na XLD | na SS | па XLD | 

| _ _ o | | 
| 10-5 | 10-6! то 10- | 10-6 [10—27 10—$ | 10-5 | 10—7| 10-3 | 10-6 | 10-7, 
  

| 
Sh. sonnet — | — | = 

    

  

  

| | 
ыы an ИИ _| - 

Sh. Лехпен ГЕН — = 
Sh. dysenteriae fos = | = | pak] b+ ++| — | a} | — | m 

I О О В ПО ОВ 
po e r O | is | | —— 

5. вый EES + + Е E. coli | -P=[=>|>f=v-]|-|-|-|-]- 
| | | | | i | 

— = brak wzrostu; -- == wzrost kolonii tylko w pierwszej linii posiewu czą (w nawiasie 

obecne pojedyncze kolonie; + ++ = wzrost bardzo obfity; kolonie pojedyncze tylko 

Analogiczne odsetki w odniesieniu do podłoża XLD wynoszą: dla Sh. 
sonnei 66 do 99%, Sh. flexneri 30 do 93%, Sh. dysenteriae 10 do 81% 
i Sh. boydii 30 do 56%. 

Z ostatnich danych wyraźnie widać, że podłoże XLD jest znacznie 
mniej hamujące dla Shigella niż podłoże SS. Jak należało się również 
spodziewać, obydwa podłoża całkowicie hamowały wzrost stosowanego 
szczepu E. coli. 

Kolonie liczone na obu podłożach selektywnych po 24 i 48 godz. inku- 
bacji nie wykazywały różnic ilościowych, natomiast ze względu na moż- 
liwość wystąpienia pewnych zmian morfologicznych odczytywano wyni- 
ki po 24 godz. hodowania. 

Z, danych przedstawionych w tabeli I można wyciągnąć również prak- 
tyczny wniosek, że do kontroli gęstości zawiesiny badanych szczepów 
nie należy używać podłoży wybiórczych. 

Wyniki doświadczenia 2, mającego na celu określenie charakteru wzro- 
stu i stopnia jego intensywności tylko na podstawie zmętnienia (badania 
jakościowe) badanych szczepów na podłożach płynnych namnażających 

SF i GN w zależności od wielkości dodawanego inoculum, przedstawio- 
no w tabeli II. Ze względu na pewien stopień zmętnienia jałowego pod- 
łoża SF oraz jego opalizację, nie można było zastosować znakowania 
przyjętego dla podłoża GN, które w pewnym stopniu dawało w przybli- 
żeniu rozeznanie co do stężenia otrzymanych hodowli drobnoustrojów. 

Dane zawarte w tabeli II wydają się wskazywać na brak wzrostu 
w podłożu SF (z wyjątkiem 1 przypadku) oraz na to, że podłoże GN 
jest istotnie podłożem namnażającym dla wszystkich szczepów Shigella,
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ła III 

i XLD z 18 i 48-godzinnych hodowli w podłożach $F i GN w zależności od gęstości doda. 

  

czenie 10—5 de 10-7) 
  

Przesiew z podłoża GN Kontrola za- 

NOA SE a wiesiny wy jś- 

ciowej o stę- 

  

  

  

  

  

po 18 godz. po 48 godz. żeniu 100 bak. - 

p A a | Pp = terii w 1 tal 

| na SS | na XLD na SS | na XLD posiana ezą na: 

|10-5| 10-6| 10-47 10--| 10-6| 10-7|10-5| 10-6!10-7|10-3|10%|10-7, (SS | ХЕХ. 

„1 Г | 
p | — s | thee feat aed Bede 

(100) | (9 | 

ЕЕ: И Е 
eae] bey of | Pi] + о 
i i ИИ в (20 о _ 

=. Е ++ |+ 
ГЕ, НН = в 
| (zo)! (oy | | | (49). 

liczba kolonii); -: -+- = wzrost obfity, jednolity w pierwszej linii posiewu, a w następnych 

na ostatnich liniach posiewu. 

jak i niestety dla E. coli. Niektóre szczepy jak np. Sh. sonnei czy Sh. 
dysenteriae wydaje się, że wymagają nieco więcej czasu do uzyskania 
maksymalnego rozwoju w przypadku małego inoculum. 

Badania przeprowadzone w następnym, 3 doświadczeniu miały na celu 
wykazać, czy w przypadku nawet wzrostu rzędu 107 komórek lub poniżej 

w podłożu GN (brak zmętnienia) można uzyskać dodatnie wyniki po 
przesianiu na podłoża stałe wybiórcze oraz czy pomimo braku wyrażne- 
go zmętnienia na podłożu SF są w nim obecne posiane bakterie i czy 
można je wyizolować na podłożach stałych selektywnych. Ponadto w tym 
doświadczeniu starano się ustalić, ezy w izolowaniu bakterii z hodowli 
płynnych ma znaczenie zarówno rodzaj podłoża, z którego dokonuje się 
izolacji, jak i rodzaj podłoża selektywnego, na które dokonuje się prze- 
siewów. W tym celu każda hodowla na podłożu SF była przesiewana na 
podłoża SS i XLD i odwrotnie każda hodowla na podłożu GN była prze- 
siewana również na oba podłoża selektywne. Wyniki tych badań przed- 

stawiono w tabeli III. 

Doświadczenie 3 (tabela III) dostarczyło wiele niespodziewanych wy- 
ników. Przede wszystkim należy stwierdzić, że dla maksymalnego od- 
zyskiwania (izolowania) poszukiwanych bakterii bardzo ważny jest do- 
bór podłoża namnażającego i wybiórczego. Jak widać, najwięcej dodat- 
nich wyników izolacji otrzymano namnażając szczepy Shigella w pod- 
łożu GN i przesiewając je na podłoże XLD po 18 godz. inkubacji. Wyda- 
je się, że przedłużania czasu namnażania np. do 48 godz. w niektórych 
przypadkach (Sh. boydii) całkowicie uniemożliwia otrzymanie dodatniego 
wyniku. Podobne zjawisko obserwuje się stosując jako podłoże selekty-
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wne agar SS po namnożeniu na podłożu GN. Omówione wyniki są cał- 
kowicie zgodne z cytowanymi już badaniami Taylora i wsp. 

Podłoże SF, w którym jako to uwidoczniono w tabeli II wizualnie nie 
można przeważnie stwierdzić obecności wzrostu, szczególnie po 18 godz. 
hodowania, pozwala jednak — jak to wykazały badania potwierdzające 
na podłożu XLD — na namnożenie niektórych szczepów Shigella; tylko 
w jednym jednak przypadku (Sh. boydii) otrzymano wynik pozytywny 
przy przesiewaniu na podłoże SS. Przedłużanie namnażania na podłożu 
SF do 48 godz. powoduje w zasadzie wymieranie badanych szczepów; 

wyjątkowo tylko uzyskano namnozenie Sh. sonneż i to w przypadku naj- 
większego dodanego inoculum. Być może nastąpiło tu zjawisko selekcji 
bardziej opornych komórek tego szczepu. Według Taylora i wsp. podłoże 

SF najbardziej hamowało wzrost Sh. flexneri, a w znacznie mniejszym 
stopniu Sh. sonnet. W obecnych badaniach otrzymano odwrotne wyniki, 
co prawdopodobnie należy tłumaczyć indywidualną wrażliwością różnych 
szczepów. W konkluzji należy stwierdzić, że zarówno badania Taylora 

i wsp. jak i obecne wskazują wyraźnie na słabe, a nawet hamujące 
właściwości namnażające podłoża SF. 

Wreszcie warto zwrócić uwagę na zależność wyników od wielkości 
początkowej liczby w podłożach namnażających oraz na wyraźnie obfit- 
szy wzrost na podłożu XLD w porównaniu z podłożem SS. 

Uzyskane rezultaty w wyżej omówionym doświadczeniu, jak również 
różnice między wynikami badań Taylora i wsp. a własnymi, dotyczące 
wpływu podłoża SF na wzrost Sh. Flexneri i Sh. sonnet, były powodem, 
podjęcia ilościowych badań (doświadczenie 4) nad dynamiką rozwoju obu 
szczepów. Ze względów omówionych we wstępie pracy włączono do tego 
doświadczenia również i szczep E. coli. Badania przeprowadzono na obu 
stosowanych w pracy podłożach namnażających, badając ilościowo sto- 
pień rozwoju wszystkich szczepów w zależności od wielkości inoculum 
po 4, 8, 12, 24i 48 godz. hodowania w 370. 

Wyniki badań przedstawiono na rycinach 1—3. 
Z przedstawionych na rycinach 1—3 krzywych widać, że w podłożu 

GN wszystkie badane szczepy, niezależnie od wielkości inoculum, wy- 
kazywały stały wzrost liczby komórek (po 48 godz. od 105.do 109 razy 
więcej bakterii w stosunku do inoculum w zależności od szczepu), przy 
czym najszybciej niestety rozmnażała się Е. cóli. 

W podłożu SF rozwój badanych szczepów zależał od wielkości inocu- 
lum i gatunku bakterii. W przypadku inoculum rzędu 4—5 komórek 
w 1 ml podłoża u wszystkich szczepów łącznie z E. coli następował zanik 
bakterii w 1 ml podłoża w ciągu 4—12 godz. zależnie od szczepu. 

W przypadku inoculum 10-krotnie większego, to samo zjawisko zaob- 
serwowano u Sh. sonnei, (Sh. dysenteriae) i E. coli w czasie 12—24 godz.; 
jeśli chodzi o Sh. flexneri — nie wykrywano ich w 0,5 ml hodowli po 
4, 8, 1 12 godz. inkubacji, podczas gdy po 24 godz. liczba ich zwiększyła 
się do kilkudziesięciu tysięcy. 

W przypadku inoculum 100-krotnie większego stwierdzono również 
u niektórych szczepów nieznaczną redukcję lub brak namnażania do 12 
godz., a nawet w przypadku E. coli — do 24 godz., po czym następował 
wzrost liczby drobnoustrojów rzędu od 102 (Sh. flexneri, E. coli) do 104 
(Sh sonnei) razy więcej w stosunku do inoculum.


