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DOBOR PODLOZ | SPRAWDZENIE METODY WYKRYWANIA
1IZOLACJI BAKTERII SALMONELLA W WODACH
POWIERZCHNIOWYCH METODA FILTRACJI MEMBRANOWEJ

Streszczenie. W pracy przedstawiono metodyke badawcza wykrywania i izolacji bakterii
Salmonella w wodach powierzchniowych metoda filtracji membranowej. Dokonano do-
boru plynnych pozywek namnazajacych i selektywnych pozywek agarowych do wykrywa-
nia typowych i nietypowych serotypoéw. Pozywki zostaty dobrane tak, aby wyelimino-
wac w znacznym stopniu zaburzenia ze strony towarzyszacej mikroflory podczas procesu
wykrywania chorobotworczych bakterii Salmonella. Opracowana metodyka ma na celu
wykrycie zar6wno odzwierzgcych serotypow pateczek Salmonella, jak i S. Typhi, S. Para-
typhi. Metodg sprawdzono w konkretnych warunkach laboratoryjnych przeprowadzajac pro-
ces walidacji obejmujacy: wyznaczenie granicy wykrywalnosci, sprawdzenie poprawno$é
metody za pomoca metod standardowych w poréwnaniu z testem API 20E (poréwnanie
metody standardowej z metoda alternatywna), podanie prawdopodobienstwa podania wyniku
falszywego.

Wykazano, ze czynniki selektywne zawarte w pozywkach RVS i MKKTn najlepiej ha-
mowaly wzrost obfitej flory towarzyszacej w wodach powierzchniowych, a pozywka XLD
jest idealnym podtozem do wykrywania typowych bakterii Salmonella spp. Jedyna ze spraw-
dzanych pozywek, ktéra umozliwiata wykrycie laktozododatnich Salmonella okazat si¢ agar
z siarczynem bizmutu wg Wilson-Blair’a. Metode¢ sprawdzono i stwierdzono, Ze jest selek-
tywna, specyficzna, powtarzalna i odtwarzalna w warunkach laboratoryjnych. Granica wy-
krywalnos$ci zostata okreslona na poziomie od 1 do 3 jednostek tworzacych kolonie.

1. WSTEP

Obowiazek badania w kierunku wykrywania Salmonella w wodach powierzch-
niowych zostat natozony Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 27.11.2002 r.
W sprawie wymagan, jakim powinny odpowiada¢ wody powierzchniowe wykorzy-
stywane do zaopatrzenia ludnosci w wode przeznaczona do spozycia oraz Rozporza-
dzeniem Ministra Zdrowia z dnia 16.10.2002 r. w sprawie wymagan, jakim powinna
odpowiada¢ woda w kapieliskach [1, 2].
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Rodzaj Salmonella nalezy do rodziny Enterobacteriaceae i obejmuje dwa ga-
tunki, tj.: Salmonella bongori oraz Salmonella enterica (klastfikacja wg Le Minor’a
i Popoft’a 1992 — WHO Collaborating Center for Reference and Research on Salmo-
nella) [3]. Ich naturalnym rezerwuarem jest przewod pokarmowy ludzi i zwierzat. Sa
one Gram-ujemnymi, nieprzetrwalnikujacymi pateczkami o wymiarach 2—3 pm/0,6 um,
sa zazwyczaj ruchliwe (wyjatek: S. Pullorum, S. Gallinarum). Formy ruchliwe sa
zazwyczaj perytrichalnie urzgsione. Istnieja jednak informacje o izolacji szczepow,
ktore w wyniku oddzialywania czynnikéw srodowiska zatracity zdolnos¢ ruchu.
Sa one wzglednymi beztlenowcami [4]. Przezywalnos¢ bakterii Salmonella jest za-
lezna od temperatury, pH i aktywnosci wodne;j (a,). Silne dziatanie hamujace na ich
rozwoj maja srodowisko kwasne, temperatura ponizej 25 °C, duza ilo$¢ tlenu oraz
ogrzewanie w temperaturze 72 °C przez 15 sekund [5].

Pateczki Salmonella sa rowniez wrazliwe na promieniowanie gamma i beta oraz
na dzialanie chloru, kwasu mlekowego i innych srodkéw dezynfekcyjnych. Takie
procesy jak: solenie i wedzenie maja ograniczony wplyw na przezywanie paleczek
Salmonella, np. w suszonych i wedzonych produktach migsnych przezywaja tygo-
dnie, a nawet miesiace. Salmonella s oporne na wysychanie (nawet przez dwa lata),
szczegdlnie w suszonym kale, kurzu, paszach i zywnosci.

Woda nie jest dla bakterii Salmonella naturalnym Srodowiskiem. Trafiaja one
bezposrednio do wody z chorego organizmu ludzi lub zwierzat (ptactwo domowe
i dzikie, gryzonie) lub posrednio poprzez Scieki, a takze poprzez spltywy ze skazonej
gleby. Woda jest jedynie wektorem bakterii i to tylko w okresie, w jakim organizmy
te mogq utrzymywac si¢ przy zyciu [6]. Podaje si¢, ze Salmonella moze przezywaé
w wodach stojacych 115 dni, w glebie Iakowej 120 dni, w glebie uprawnej 180 dni,
a w nawozie ptasim i krowim do 28-30 miesiecy [7]. Niekiedy bakteriami Salmonel-
la moga by¢ zarazone produkty roslinne zraszane lub podlewane zakazong woda
(satata) oraz w wyniku zakazenia gleby nawozonej odchodami ludzi lub zwierzat [8].
Bakterie w Srodowisku wodnym, znajdujace si¢ w stanie VBNC, stanowig réwniez
niewatpliwe zagrozenie dla zdrowia publicznego, gdyz wykazujac pewna aktywno$¢
metaboliczng, zachowuja wirulencje, a nie sq wykrywane w badaniach mikrobiolo-
gicznych wod metoda hodowlang [9].

Pateczki Salmonella powoduja wiele schorzen [10, 11, 12]: ostre choroby zakaz-
ne (dur brzuszny — wywolywany przez Salmonella Typhi oraz dury rzekome wywo-
tywane przez Salmonella Paratyphi A, B i C), zatrucia pokarmowe typu zakaznego
(tzw. salmonelozy), posocznicg lub bakteriemie, zespdt goraczki jelitowej (enteric
fever), zakazenia uktadu moczowego, oddechowego, skérne, ropnie narzadéw, stan
nosicielstwa pochorobowego — jako nastgpstwo wczesniejszego zakazenia. W przy-
padku salmoneloz rezerwuarem i Zrédtem zakazenia jest zwierze, a nosnikiem czyn-
nika patogennego jest produkt pochodzenia zwierzecego (migso, mleko, jaja) oraz
skazona odchodami zwierzgcymi woda uzywana do sporzadzania potraw, mycia owo-
cow, plukania naczyn, podlewania upraw, a takze przyprawy dodawane do gotowych
potraw poddanych wczes$niej obrébce cieplnej. Chorobotwoércze dla czlowieka

31



PosTEPY NAUKI | TECHNIKI NR 3, 2009

pateczki Salmonella naleza do gatunku Salmonella enterica subsp. enterica
i stanowig one ponad 99,5% izolowanych szczepow. Sporadycznie izoluje si¢ patecz-
ki Salmonella enterica subsp. arizonae i diarizonae. Mozna uznac, ze zatrucia po-
karmowe sa najczgsciej spotykanym schorzeniem odzwierzecych w krajach przemy-
stowo rozwinigtych. W krajach Ameryki Péinocnej oraz Europy, poczawszy od poto-
wy lat 80, najwazniejsze znaczenie epidemiologiczne mialy odzwierzgce serovary
Salmonella. Wedtug danych opublikowanych przez amerykanskie Centrum Kon-
troli i Zapobiegania Chordb (CDC), w USA w latach 1993-97 serovarem odpo-
wiedzialnym za 55% zachorowan na salmonelozy byta S. Enteritidis [13]. W Polsce
w okresie 1990-97 udziat S. Enteritidis w zachorowaniach wynosit ponad 90%,
S. Typhimurium — ok. 6% [14, 15, 16]. W Polsce w 2001 roku S. Enteritidis wywo-
fata 93,4% zachorowan bakteryjnych (w tym jeden zgon), sposréd pozostatych ty-
poéw najwiecej zachorowan spowodowata S. Virchow — 2,2% , a za pozostate odpo-
wiadaty: S. Typhimurium, S. Indiana, S. Hadar i inne [17].

Obecnie nie ma dostgpnej spojnej normy a wykrywanie Salmonella jest wymo-
giem do oceny wdd powierzchniowych. Dlatego celem niniejszej pracy byto opraco-
wanie metodyki badawczej wykrywania i izolacji bakterii Salmonella w wodzie po-
wierzchniowej metoda filtracji membranowej, dobor ptynnych pozywek namnazaja-
cych i selektywnych pozywek agarowych do wykrywania typowych i nietypowych
serotypow Salmonella, ktore eliminowalyby w znacznym stopniu wzrost towarzy-
szacej mikroflory przeszkadzajacej w wykrywaniu chorobotwoérczych bakterii Sal-
monella, oraz sprawdzenie metody w konkretnych warunkach laboratoryjnych. Me-
todyka ta ma na celu wykrycie zarowno odzwierzgcych serotypdw pateczek Salmo-
nella, jak i S. Typhi, S. Paratyphi. W badaniach istotny jest tez wptyw matrycy wody
powierzchniowej, ktéra moze charakteryzowac si¢ duza zawartoscig innych mikro-
organizmow, co ma wpltyw na powtarzalnos¢, odtwarzalnosé, specyficznos¢ i czu-
tos$¢ metod badawczych.

Paleczki Salmonella nie sg organizmem wskaznikowym zanieczyszczenia wod
powierzchniowych, ktore sa do$¢ bogate pod wzgledem réznorodnosci i ilosci organi-
zmow zywych [18]. Jednak obowiazek ich oznaczania wynika z koniecznos$¢ klasyfi-
kacji i dopuszczania kapielisk publicznych i stad ma istotne znaczenie dla zdrowia
publicznego.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie metodyki badawczej, ktdra eliminowa-
lyby w znacznym stopniu wzrost towarzyszacej mikroflory przeszkadzajacej w wy-
krywaniu chorobotwoérczych bakterii Sa/monella oraz zwalidowanie metody w kon-
kretnych warunkach laboratoryjnych.

2. METODYKA BADANIA

Badaniom poddano prébki wody powierzchniowej z rzeki Bobrzy (woj. swig-
tokrzyskie) stanowigcq matryce. Zasada badania i dobor podtéz zostat oparty na:
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»Metodyce wykrywania i izolacji Salmonella z wod powierzchniowych i §ciekow” —
metodyka Panstwowego Zaktadu Higieny (2001) [19] oraz normach PN-A-82055-8:1994,
PN-EN ISO 6579:2003 i PN-A-04023:2001 [20, 21, 22, 23]. W chwili obecnej me-
todyka Panstwowego Zaktadu Higieny [19] obejmuje jedynie diagnostyke Salmonel-
la do etapu ,krétkiego szeregu biochemicznego”, co nie gwarantuje identyfikacji
pateczek Salmonella do gatunku i typu serologicznego. Taka mozliwos¢ daja z kolei
wyzej powotane normy.

2.1. Badanie matrycy, izolacja Salmonella

Matryca zostata przebadana w kierunku: ogolna liczba bakterii na agarze odzyw-
czym (inkubacja w temp. 22 °C — 72 h, 37 °C — 24 h), bakterie grupy coli, bakterie
grupy coli termotolerancyjne, enterokoki katowe.
Pobrang probke homogenizowano poprzez wytrzasanie, filtrowano a nastepnie
poddano preinkubacji na nie selektywnym podtozu ptynnym — zbuforowanej wodzie
peptonowej (BWP) w temp. 36 °C + 2 °C przez 18 £ 2 h. Nastepnie namnazono na:
— zmodyfikowanej pozywce Rappapport-Vassiliadis (RVS) — inkubacja w temp.
41,5°C + 0,5°C przez 21 + 3 h,

— pozywce Miiller’a-Kauffmanna z tetrationianem i nowobiocyng (MKTTn) — in-
kubacja w temp. 36°C + 2°C, przez 21 =3 h,

— podtozu z kwasnym seleninem sodu (SF) — inkubacja temp. 36°C+2°C, przez 2143 h,

— podtozu z kwasnym seleninem sodu i cystyng (SC) — inkubacja w temp. 36°C +
2°C, przez 21 + 3 h.

Nastgpnie dokonano namnazania selektywno-roznicujacego rownolegle na pod-
lozach: XLD (pozywka z lizyna, ksyloza i dezoksycholanem) oraz pozywce z siar-
czynem bizmutowym (zmodyfikowana pozywka Wilson-Blaira), pozywce SS (Sal-
monella — Shigella) i pozywce BGA wg Edel i Kampelmacher (z zielenig brylantowa
i czerwienig fenolowa). Probki inkubowano w temp. 36 °C + 2 °C, przez 21 £ 3 h
(pozywka XLD, BGA) i 44 + 4 h (SS, zmodyfikowane podtoze Wilson-Blaira).

W kolejnym etapie kolonie poddano badaniom potwierdzajacym. W tym celu
z kazdej ptytki przeszczepiono wszystkie lub minimum 5 kolonii wykazujacych wzrost
charakterystyczny dla Salmonella. Przesiano je na ptytke z agarem odzywczym i inku-
bowano w temp. 36 °C + 2 °C przez 21 £ 3 h. Nastepnie dokonano potwierdzen
poprzez badania biochemiczne i serologiczne. W celu potwierdzen biochemicznych
przeszczepiono charakterystyczne kolonie do probéwek zawierajacych:

— pozywke TSI,

— pozywke agarowa z mocznikiem,

— wodg¢ peptonowg z tryptofanem,

— pozywke z malonianem sodu,

— pozywke do wykrywania dekarboksylacji L-Lizyny,
— pozywke z cyjankiem potasu (KCN),
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— pozywke Simmonsa,
— pozywke Clarka do testu Voges-Proskauera (VP)
oraz rdwnolegle wykonano test API 20E.

Potwierdzen serologicznych dokonano (po wykluczeniu autoaglutynacji szczepu)
metodq aglutynacji szkietkowej z wielowazna surowica HM (zawierajacq przeciwcia-
ta przeciw wszystkim sktadnikom antygenow rzeskowych i przeciw niektorym anty-
genom somatycznym). Szczepy aglutynujace w tej surowicy zbadano z surowicami
grupowymi AO, BO, CO, DO, i EO. W przypadku ujemnego wyniku aglutynacji
z surowicami dla grup AO, BO, CO, DO i EO wykonano badanie odczynu z suro-
wica dla antygenu Vi (aglutynacja drobnoziarnista — typu ,,0”). W przypadku dodat-
niego wyniku aglutynacji z surowica Vi, w celu ustalenia przynaleznosci do grupy
powtarzano badanie z surowicami grupowymi BO i DO, uzywajac jako antygenu
gestej zawiesiny bakterii w fizjologicznym roztworze soli, ogrzanej przez 30 min.
w temp. 100 °C.

W toku badan zastosowano szczepy wzorcowe: Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Enteritidis ATTC 13076, Sal-
monella Typhimurium ATCC 14028 o udokumentowanych wtasciwosciach fizjolo-
gicznych, wymaganiach wzrostowych i aktywnosci biochemicznej oraz szczep robo-
czy Salmonella Paratyphi B z akredytowanego laboratorium diagnostyki medycznej.

2.2. Powtarzalno$¢ metody

Powtarzalnos¢ metody okreslono sporzadzajac z jednej prébki pieé podrobek,
ktore byty badane, oceniane i interpretowane przez dwodch niezaleznych analitykéw
w tych samych warunkach. Uzyskanie takiego samego wyniku: obecnosci lub nie-
obecnosci drobnoustrojéw we wszystkich podprobkach, przez kazdego z analitykow,
swiadczy o powtarzalnosci metody.

2.3. Odtwarzalnos¢ metody

Odtwarzalnos¢ metody okreslono na podstawie badan, ocen i interpretacji wyni-
kéw przez dwdch niezaleznych analitykéw w tych samych warunkach tego samego
rodzaju prébek. Wykorzystano prébki: §lepa (woda jatowa) oraz probki kontamino-
wane S. Eneritidis (wysoki poziom kontaminacji — pow. 100 j.t.k.), E. coli (wysoki
poziom kontaminacji — pow. 100 j.t.k.), S. Eneritidis (niski poziom kontaminacji —
10 j.t.k.) + E. coli (wysoki poziom kontaminacji — pow. 100 j.t.k.) oraz S. Eneritidis
(niski poziom kontaminacji — 10 j.t.k.).
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2.4. Specyficznos¢ i czuto$é metody

Specyficzno$¢ metody okreslono wg zaleznosci:

SP:{I(FPHXIOO%,
N

gdzie: SP — specyficznos¢,
N~— liczba probek niekontaminowanych,
FP — liczba prébek fatszywie pozytywnych.

Czutos$¢ metody okreslono wg wzoru:

SE =17 100%,
gdzie: SE — czutos¢,
N* - liczba probek kontaminowanych,

TP — liczba probek prawdziwie pozytywnych.
2.5. Granica wykrywalnosci metody

Oznaczenia granicy wykrywalnosci dokonano posiewajac szczepy wzorcowe Sal-
monella spp. na podtozu Ringera na réoznym poziomie kontaminacji (znamiennie
istotnym 10-7-1071%) na 5 ptytkach niewybidrczego podtoza agarowego.

Celem potwierdzenia w warunkach laboratoryjnych dokonano réwniez oznaczenia
granicy wykrywalnosci dla najlepiej ocenionej kombinacji pozywek selektywnie roz-
nicujacych. Badanie wykonano dla kazdego rozcienczenia badanego szczepu wzor-
cowego z ptynnej pozywki selektywnej na 5 ptytkach kazdego podtoza réznicujacego.

2.6. Poréownanie metody alternatywnej z referencyjna

Przebadano 35 prébek wody powierzchniowej przebadano metoda alternatywna
i referencyjna. Byly to probki dodatnie i ujemne. Na podstawie odczytéw szeregow
biochemicznych i testow API 20E okreslono wzgledna doktadnos¢, wzgledna selek-
tywno$¢ oraz wzgledng czulosé.

x100%

PA A
AC — Wzgledna doktadnos¢ AC = (;7]\/)

NA
SP — Wzgledna selektywnos¢ SP = Y 100%,,

PA
SE — Wzgledna czutos¢ SP = v 100%,

+
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gdzie: N —ogdlna liczba probek,
N_—ogdlna liczba ujemnych wynikow uzyskanych metoda odniesienia,
N, — ogolna liczba dodatnich wynikéw uzyskanych metoda odniesienia,
PA — zgodno$¢ dodatnia,
NA - zgodnos¢ ujemna.

3. WYNIKI BADAN | ICH DYSKUSJA

Wstepna analiza wody surowej z rzeki Bobrzy nie wykazata obecnosci Salmo-
nella spp. Natomiast w kolejnych rozcienczeniach (100 ml, 10 ml, 1 mli 0,1 ml)
W matrycy stwierdzono:

0go6lng liczba bakterii na agarze odzywczym w 22 °C po 72 h — pow. 300 j.t.k./1 ml,
— 0go6lng liczba bakterii na agarze odzywczym w 22 °C po 72 h — 54 j.t.k./0,1 ml,
— 0go6lng liczba bakterii w 37 °C po 24h — pow. 300 j.t.k./1 ml,

— 0go6lng liczba bakterii w 37 °C po 24h — 157 j.t.k./0,1 ml,

— bakterie grupy coli w 37 °C po 24h — pow. 100 j.t.k./100 ml,

— bakterie grupy coli w 37 °C po 24h — 68 j.t.k./10 ml,

— bakterie grupy coli termotolerancyjne w 44 °C po 24h — pow. 100 j.t.k./100 ml,
— bakterie grupy coli termotolerancyjne w 44 °C po 24h — 47 j.t.k./10 ml,

— Enterokoki katlowe w 37 °C po 48h — pow. 100 j.t.k./100 ml,

— Enterokoki katowe w 37 °C po 48h — 42 j.t.k./10 ml.

Na podtozach réznicujacych stwierdzono wzrost flory towarzyszacej, w rdznej
obfitosci — tab. 1. Zidentyfikowano nastepujace szczepy E. coli, P. aeruginosa,
P vulgaris, P. mirabilis, ktore potencjalnie moga wplywa¢ na mozliwos¢ wykrycia
Salmonella spp.

W prébcee sSrodowiskowej nie wykryto obecnosci Salmonella ssp. dlatego konta-
minowano ja szczepami wzorcowymi na réznym poziomie kontaminacji. Do konta-
minacji uzyto szczepdw Salmonella jak i szczepéw tozsamych z flora stwierdzona
w matrycy, tj. E. coli i P. aeruginosa. W celu wybrania odpowiedniej kombinacji
pozywek selektywno-roznicujacych, po etapie preinkubacji w BWP prébki namna-
zono selektywnie na czterech pozywkach: RVS, MKKTn, SF i S.C., z ktérych doko-
nano przesiewu na pozywki agarowe réznicujace: XLD oraz BGA, SS i WB [24].

Wyniki oceny hodowli szczepdw wzorcowych oraz szczepéw z matrycy przed-
stawiono w tabeli 2.

Analiza wzrostu na pozywkach agarowych wykazata, ze najwyzsza selektywno-
Scig wykazaty sie¢ RVS, MKKTn, SC, SF. Pozywki RVS i MKKTn najlepiej hamo-
waty wzrost bakterii flory towarzyszace;.

Na pozywce WB szczepy S. Paratyphi B i w mniejszym stopniu S. Typhimu-
rium wykazaty wzrost z charakterystycznym, metalicznym potyskiem, natomiast
S. Enteritidis — wzrost w postaci zielono-czarnych kolonii. Na pozywce SS wszystkie
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Tabela 1. Charakterystyka wzrostu wodnej flory towarzyszacej na selektywnych pozyw-
kach agarowych

Nazwa
pozywki

Szczepy
niespecyficzne

Wyglad kolonii

Z siarczynem
bizmutu wg
Wilson-Blaira
(WB)

. coli

- kolonie drobne, zielono-szare
- brak metalicznosci

. aeruginosa

- obfity wzrost

- kolonie bardzo drobne, szorstkie, zielono-szare
- brak metalicznosci

- intensywny, charakterystyczny zapach

. vulgaris

- obfity wzrost
- kolonie zielono-czarne

BGA

. coli

- obfity wzrost
- kolonie zétte
- zazbtcenie pozywki

. aeruginosa

- obfity wzrost
- kolonie szorstkie, koloru pozywki (jasnorézowe)
- intensywny, charakterystyczny zapach

. vulgaris

- obfity wzrost
- kolonie koloru pozywki (jasnorézowe)

SS

. coli

- obfity wzrost
- kolonie réozowe

. aeruginosa

- obfity wzrost
- kolonie jasnobrgzowe, drobne
- intensywny, charakterystyczny zapach

. vulgaris

- obfity wzrost
- kolonie duze, przezroczyste lub mleczne, z wypuktym
czarnym $rodkiem

. mirabilis

- obfity wzrost.
- kolonie duze, niespecyficzne, zétto- brazowe z wypukiym
brgzowym $rodkiem.

XLD

. coli

- staby wzrost
- kolonie zétte
- zazébtcenie podioza

. aeruginosa

- kolonie drobne, szorstkie, koloru pozywki (jasnor6zowe)
- intensywny, charakterystyczny zapach

. vulgaris

- obfity wzrost
- kolonie duze, przezroczyste koloru podtoza lub mleczne,
Zz wypuktym czarnym $rodkiem
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Tabela 2. Ocena wzrostu bakterii Salmonella i flory towarzyszacej na selektywnych po-
zywkach agarowych po inkubacji na pozywce RVS

Rodzaj probki

RVS

wB

SS

BGA

XLD

Prébka slepa —
jatowy ptyn Ringera

brak wzrostu

brak wzrostu

brak wzrostu

brak wzrostu

Probka $lepa — woda [>100 j.tk.” >100j.tk. wzrost zlewny”  [>100j.tk.
powierzchniowa ok.100j.tk. ok.100j.t.k.”
z rzeki Bobrzy
E.coli 10™ >100j.tk. " >100 j.tk. wzrost zlewny >100 j.t.k.
P.aeruginosa 10°  |2j.tk.’ 15j.tk. 20tk
0k.100 j.t.k.
E.coli 10™ >100 j.t.k. 0k.100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
P.aeruginosa 10*  |>100j.t.k. 0k.100 j.t.k. ™ wzrost zlewny  |ok.100 j.tk.
S.Enteritidis 107 >100 j.t.k. ok.100j.tk.”
S. Typhimurium 107 ok.100j.tk.™
S.Paratyphi B 107
S.Enteritidis 107 ok.100 j.t.k. >100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
S. Typhimurium 107 ok20j.tk.’ 10j.tk.
S.Paratyphi B 107 20jtk.”
S.Enteritidis 10 >100 j.t.k. wzrost zlewny wzrost zlewny >100 j.t.k.
S.Typhimurium 10 wzrost zlewny’ ok.30jtk.’
S.Paratyphi B 10
S.Enteritidis 107 10j.tk. >100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
ok.100 j.t.k. ok20j.tk.’ 10j.tk’
10j.tk.”
S.Typhimurium 107 [3j.tk. wzrost zlewny wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
ok.100 j.t.k. wzrost zlewny 10j.tk.
20j.tk. "
S.ParatyphiB 107 [>100j.tk. 0k.100 j.t.k. wzrost zlewny >100 j.tk.
ok.100 j.t.k.” 10j.tk.’

* E. coli, ** P. aeruginosa, *** P. vulgaris,
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Tabela 3. Ocena wzrostu bakterii Salmonella i flory towarzyszacej na selektywnych po-
zywkach agarowych po inkubacji na pozywce MKKTn

S MKKTn
Rodzaj probki WB ss BGA XLD

Probka slepa — jatowy brak wzrostu brak wzrostu brak wzrostu brak wzrostu

ptyn Ringera

Probka slepa — woda [>100 j.t.k. >100j.tk. >100j.t.k. >100j.t.k.

powierzchniowa 20 j.t.k.

z rzeki Bobrzy

E.coli10™ 0k.100 j.t.k. >100 j.t.k. >100 j.t.k. >100 j.t.k.

P.aeruginosa 10™ ok.100j.tk.”~ 20jtk.”

>100j.tk.”

E.coli10™ 20j.tk. >100 j.t.k. wzrost zlewny >100 j.t.k.

P.aeruginosa 10™ >100j.t.k.” wzrost Zlewny (20 j.tk.

S.Enteritidis 107 >100 )tk "~ 20j.tk.

S. Typhimurium 107

S.Paratyphi B 107

S.Enteritidis 10 >100 j.t.k. 20j.t.k. wzrost zlewny 10j.tk.

S.Typhimurium 107 |>100 j.tk.” ok.30j.tk. wzrost zZlewny  |>100 j.t.k.

S.Paratyphi B 10 ok.30j.t.k.

S.Enteritidis 10 >100 j.t.k. >100 j.t.k. wzrost zlewny >100 j.t.k.

S. Typhimurium 10 |>100 j.t.k. 10j.t.k.

S.Paratyphi B 10™ wzrost Zlewny |20tk

S.Enteritidis 107 0k.100 j.t.k. >100 j.t.k. wzrost zlewny 20j.tk.
0k.100 j.t.k. 10j.t.k. wzrost zlewny >100 .tk

S.Typhimurium 107 [10j.tk. >100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
0k.100 j.t.k. 10j.t.k. wzrost zlewny >100j.tk.
ok.100j.t.k."

S.Paratyphi B 107 10j.tk. 10j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
0k 100 j.tk. 30jtk. wzrost zZlewny  |>100 j.t.k.
0k.100 j.t.k. >100j.t.k.

* E. coli, ** P, aeruginosa, *** P. vulgaris, **** P. mirabilis.
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Tabela 4. Ocena wzrostu bakterii Salmonella i flory towarzyszacej na

zywkach agarowych po inkubacji na pozywce SC

selektywnych po-

Rodzaj probki

Kwasny Selenin z Cystyna (SC)

wB

Ss

BGA

XLD

Prébka slepa — jatowy
ptyn Ringera

brak wzrostu

brak wzrostu

brak wzrostu

brak wzrostu

Probka slepa —woda |ok.100 j.t.k. >100 j.t.k. >100j.t.k. >100 j.t.k.
powierzchniowa z ok.100j.t.k. .
rzeki Bobrzy
E.coli 10™ >100j.t.k. >100 j.t.k. >100j.t.k. 0k.100 j.t.k.
P.aeruginosa 10™ ok.100 j.tk.”
2jtk.”
E.coli10™ >100 j.t.k. >100 j.t.k. 0k.50 j.t.k. 0k.100 j.t.k.
P.aeruginosa 10™ ok.100 j.t.k. >100j.tk.” ok50j.tk.” ok.100j.tk.~
S.Enteritidis 107
S. Typhimurium 107
S.Paratyphi B 107
S.Enteritidis 107 0k.100 j.t.k. >100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
S. Typhimurium 107 >100j.tk. wzrost zZlewny  |ok.100 j.tk. .
S.Paratyphi B 107
S.Enteritidis 10 >100 j.t.k. ok.70 j.t.k. wzrost zlewny >100 j.t.k.
S. Typhimurium 10 30tk wzrost zlewny
S.Paratyphi B 10
S.Enteritidis 107 ok.40 j.t.k. >100 j.t.k. wzrost zlewny 0k.60 j.t.k.
wzrost zlewny  |ok.100 j.t.k.”
S.Typhimurium 107 [>100 j.tk. ok.50 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
10j.tk. ok.50 j.t.k. wzrost zlewny
S.Paratyphi B 10”7 >100 j.t.k. ok 30 j.t.k. wzrost zlewny 0k.100 j.t.k.
0k.100 j.t.k. wzrost zlewny

* E. coli, ** P. aeruginosa, *** P. vulgaris, **** P. mirabilis.
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Tabela 5. Ocena wzrostu bakterii Salmonella i flory towarzyszacej na selektywnych po-
zywkach agarowych po inkubacji na pozywce SF

Rodzaj probki Kwasny Selenin (SF)

wB SS BGA XLD
Probka slepa — brak wzrostu brak wzrostu brak wzrostu brak wzrostu
jatowy ptyn Ringera
Probka slepa —woda |9 j.t.k. 20j.tk. wzrost zlewny 9j.tk.
powierzchniowa z
rzeki Bobrzy
E.coli10™ 20 j.t.k. ok.50 j.t.k. wzrost zlewny 0k.50 j.t.k.
P.aeruginosa 10™ ok50j.tk. ™ wzrost zlewny” 3jtk. "
E.coli 10™ ok.100 j.t.k. ok.30 j.t.k. wzrost zlewny 20 j.t.k.
P.aeruginosa 10 20j.tk. wzrost zlewny ok.30j.tk.
S.Enteritidis 107 4jtk.™
S. Typhimurium 107
S.Paratyphi B 107
S.Enteritidis 107 0k.70 j.t.k. 0k.30 j.t.k. wzrost zlewny 20j.tk.
S. Typhimurium 107 10j.t.k. wzrost zlewny ok.100j.tk.”
S.Paratyphi B 107
S.Enteritidis 107 ok.50 j.t.k. ok70jtk. " wzrost zlewny ok 40 j.tk.
S. Typhimurium 10™ ok.30j.t.k. wzrost zlewny ok.30 jtk.’
S.Paratyphi B 10™
S.Enteritidis 107 15j.tk. 20j.tk wzrost zlewny 5j.tk.

10j.tk.’ wzrost zlewny 20j.tk.”
S.Typhimurium 107 |ok.50 j.t.k. 0k.30 j.t.k. wzrost zlewny ok 30 j.t.k.
wzrost zlewny ok.100j.t.k.
S.Paratyphi B 107 10j.tk. 10j.tk. wzrost zlewny 10j.tk.
wzrost zlewny

* E. coli, ** P. aeruginosa, *** P. vulgaris, **** P. mirabilis.

serotypy rosty charakterystycznie w postaci kolonii przezroczystych lub lekko zo6t-
tych, w wigkszosci z czarnym srodkiem. Podobny wzrost wykazywaty Proteus mi-
rabilis 1 Proteus vulgaris pochodzace z matrycy.

Analiza wzrostu na pozywce BGA wykazata obfity wzrost obcej mikroflory
(E. coli, P. aeruginosa), ktéra hamowata wzrost bakterii Salmonella. W przypadku
czystych hodowli Salmonella odnotowano wzrost zlewny charakterystycznych i nie
charakterystycznych kolonii (z matrycy), ktéry uniemozliwiat izolacje pojedynczych
kolonii, niezaleznie od zastosowanego selektywnie namnazajacego ptynnego podtoza.

Wszystkie serovary Salmonella na pozywce XLD wykazaty sie charakterystycz-
nym wzrostem.

Do oceny szeregu biochemicznego i metody alternatywnej wyizolowano kolo-
nie roznych drobnoustrojow z matrycy (woda powierzchniowa kontaminowana Sal-
monella spp.) W tabeli 6 i na rys. 14 przedstawiono przykladowe wyniki poréw-
nawcze obu metod.
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Tabela 6. Wyniki odczytow biochemicznych metoda odniesienia

Zespot cech biochemicznych
Pozywka TSI loni kei dlos
agarowa 2 malonian|reakcjal . podioze L
glukoza|laktoza| H,S | gaz mocznik|indol sodu V-P lizyna |KCN Simmonsa wyniki
WB + - + |+ - - - - + - + +!
APl 1
WB + + - + - + - - + - - -
API 3
+2
XLD + - + + - - - - + - + API 10
XLD + - + + + - - - - + + AP 12

Fkekk

* E. coli, P. mirabilis.
1" Salmonella Paratyphi B (0,85% NaCI-, HM*** BO*** 04+ b*** 2 H*** 5H).
2 Salmonella Typhimurium (0,85% NaCl-, HM*** BO*** 04+ i+ 2 H*** 5H).

Rys. 1. Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu API 20E pojedynczej kolonii
Salmonella ssp. wyizolowanej z podtoza WB
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Rys. 2. Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu API 20E pojedynczej kolonii
E. coli wyizolowanej z podtoza WB

Rys. 3. Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu API 20E pojedynczej kolonii
Salmonella ssp. wyizolowanej z podtoza XLD

Rys. 4. Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu API 20E pojedynczej kolonii
P. mirabilis wyizolowanej z podtoza XLD
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Z wody powierzchniowej jako matrycy przebadano metoda alternatywna
i referencyjng 35 probek (niezbedne jest min. 20 probek). Byty to probki dodatnie
i uyjemne. Na podstawie odczytow szeregow biochemicznych i testow API 20E okre-
$lono wzgledna czutos$é, wzgledna specyficznosé, wzgledna doktadnos¢. Wyniki przed-
stawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Obliczanie wzglednej doktadnosci, wzglednej czutosci oraz wzglednej selektyw-
nosci wg EN-ISO 16140:2003 [23]

Wzgledna Wzgledna Wzgledna
PA NA N dokfadnos$¢ AC N. czutos¢ SE N. selektywno$¢ SP
(%) (%) (%)
10 25 35 100 % 10 100 % 25 100 %

Na podstawie zestawienia poréwnan odczytu wynikow mozna stwierdzié, ze me-

toda alternatywna pozwala na:

— wykrycie pateczek Salmonella spp, wtedy, gdy sa obecne w badanej probee i byty
wykryte metoda odniesienia (wzgledna czutos¢),

— brak zdolno$ci wyhodowania pateczek Salmonella spp., gdy nie sa obecne
w badanej probce i nie zostaty wykryte metoda odniesienia (wzgledna selektyw-
nosc).

Oceniajac szereg biochemiczny w pordwnaniu do testu komercyjnego API 20E
otrzymano 100% zgodnosci wynikow dla wszystkich izolatéow (dodatnich i ujem-
nych) pochodzacych z pozywek roéznicujacych.

W zakresie powtarzalnosci metody z jednej probki wody sporzadzono pigc podpré-
bek (tab. 8), ktore zbadal kazdy z analitykéw w tych samych warunkach. Uzyskano
taki sam wynik we wszystkich podrébkach, co §wiadczy o powtarzalnosci metody.

Przeprowadzone badania odtwarzalnosci metody dla wszystkich 5-ciu probek
(jednej Slepej i czterech kontaminowanych na réznych poziomach kontaminacji
szczepami wzorcowymi: specyficznym S. Enteritidis i niespecyficznym E. coli)
przez réznych analitykow, pozwolity na stwierdzenie zgodno$ci wynikéw uzyska-
nych w warunkach odtwarzalnosci. W tabeli 9 przedstawiono procedure postgpo-
wania i wyniki dla probki kontaminowanej S. Enteritidis na wysokim poziomie
zanieczyszczenia powyzej 100 j.t.k.

Przeprowadzone badania w celu zbadania odtwarzalnosci pozwolily jednocze-
$nie na okreslenie czutosci i specyficznosci metody. Czuto$¢ metody (selektywnosc)
jest rowna 100% (tab. 10). Specyficzno$é metody jest rowna 100%.

Wyznaczono granice wykrywalnos$ci dla metody wykrywania bakterii Salmonel-
la metoda filtracji membranowej — wynosi ona od 1 do 3 j.t.k. (tab. 11). Jest to taki
poziom zanieczyszczenia probki, w ktéorym niekoniecznie w kazdym powtorzeniu
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Tabela 8. Zestawienie wynikow powtarzalnosci badanej probki w pigeciu powtdrzeniach
(podprdbkach) przez kazdego z analitykow

Analityk 1

Analityk 2

Podprébki I-V

Zbuforowana woda peptonowa

0,1ny 1mx

RVS MKKTn
Z \< v
XLD WB XLD WB
5 kol 5 kol. 5kol| 5 kol.
v
Agar odzywczy

Szereg biochemiczny: poz. / neg.
test API 20E: poz. / neg.

Salmonella spp. 89.4%

Surowica HM 0,85% NaCL

poz. / neg. poz. / neq.
Surowice w/g schematu Kauffmana-White’a*
HM +++, DO +++, 09 +++, g +++, m +++

* wymagane dochodzenie epidemiolog.

Podprébki I-V

Zbuforowana woda peptonowa

7 4

RVS MKKTn
/ \< v
XLD WB XLD WB
5 kol 5 kol. 5 kolf 5 kol.
v
Agar odzywczy

Szereg biochemiczny: poz. / neg.
test API 20E: poz. / neg.

Salmonella spp. 89.4%

Surowica HM 0,85% NaCL

poz. / neg. poz. / neq.
Surowice w/g schematu Kauffmana-White’a*
HM +++, DO +++, 09 +++, g +++, m +++

* wymagane dochodzenie epidemiolog.
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Tabela 9. Zestawienie wynikow posiewu probki nr 2 przez dwdch analitykow

PROBKA NR 2 - prébka kontaminowana S. Enteritidis
na wysokim poziomie zanieczyszczenia powyzej 100 j.t.k

Analityk 1

Analityk 2

Prébka

!

Zbuforowana woda peptonowa

0,1ml 1m
RVS /MKKTn
XLD WB XLD WB
5 kol. 5 kol 5 kol 5 kol.
Agar odzywczy

Szereg biochemiczny: poz. / neg.
Test API 20E: poz. / neg.
Salmonella spp. 89.4%

Surowica HM 0,85% NaCL

poz. / neg. poz. / ned.
Surowice w/g schematu Kauffmana-White'a*
HM +++, DO +++, 09 +++, g +++ m +++

* wymagane dochodzenie epidemiolog.

Prébka

!

Zbuforowana woda peptonowa

0,1ml 1ml
RVS /MKKTn
XLD WB XLD WB
5 kol. 5 kol 5 kol. 5 kol.
Agar odzywczy

Szereg biochemiczny: poz. / neg.
Test API 20E: poz. / neg.
Salmonella spp. 89.4%

Surowica HM 0,85% NaCL

poz. / neg. poz. / neg.
Surowice w/g schematu Kauffmana-White'a*
HM +++, DO +++, 09 +++, g +++ m +++

* wymagane dochodzenie epidemiolog.
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Tabela 10. Zestawienie wynikow posiewu pigciu przez dwoch analitykow

Wynik
Analityk Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Préobka 4 Préobka 5
Analityk 1 nieobecna S. Enteritidis nieobecna S. Enteritidis | S. Enteritidis
Analityk 2 nieobecna S. Enteritidis nieobecna S. Enteritidis | S. Enteritidis

Tabela 11. Poziom kontaminacji uzytych szczepéw i okreslenie granicy wykrywalnosci

Pozywka Poziom konte'lminacji Uzyty szczep
tynna na nie wybiorczym
P podtozu agarowym S. Enteritidis S. Typhimurium S. Paratyphi B
107 j.t.k./1 ml 86/97/67/77/83|55/76/84/64/59 |71/66/79/74/81
Ptyn 10%j.t.k./1 ml 19/6/8/12/15 | 16/6/6/15/19 | 11/10/10/7 /12
Ringera
107 j.t.k.1 ml 1/1/0/0/2 2/1/0/11/3 1/1/2/01/2
10 j.t.k./1 ml 0/0/0/0/0 0/0/0/0/0 0/0/0/01/0

stwierdza si¢ obecnos$¢ 1 j.t.k. w jednostce objetosci. Potwierdza to sprawdzenie
metody w warunkach laboratoryjnych na poziomie zanieczyszczenia — 10 j.tk./1 ml
(tab. 12), na ktorym stwierdzono od 0 do 3 j.t.k, a po etapach namnazajacych od
0 do 20 j.t.k.

Opracowana metodyka badawcza wykrywania i izolacji bakterii Salmonella
w wodach powierzchniowych metoda filtracji membranowej, spetnita postawione
zatozenia w zakresie doboru selektywnie namnazajacych pozywek ptynnych i agaro-
wych i uniemozliwienie lub w znacznym stopniu ograniczenie wplywu drobnoustro-
jow pochodzacych ze srodowiska. Zminimalizowanie wptywu mikroflory towarzy-
szacej i przeszkadzajacej w wykryciu chorobotwoérczych bakterii jest mozliwe dzigki
pozywce RVS i MKTTn. Zastosowanie pozywki XLD i WB umozliwia wykrycie
iizolacje¢ typowych i laktozododatnich pateczek Salmonella spp. Kombinacja powyz-
szych pozywek daje mozliwos¢ izolacji pojedynczych kolonii w celu dalszej diagnosty-
ki biochemicznej i serologicznej (niezbednej w dochodzeniu epidemiologicznym).

Metodyka umozliwia wybér pomigdzy tradycyjnym badaniem — szeregiem bio-
chemicznym, a komercyjnym zestawem API 20E. Swiadczy o tym stopien zgodno-
Sci (AC) pomigdzy wynikami badan identycznych probek (dodatnich i ujemnych)
uzyskanych za pomoca obu metod, ktory wynosi 100%.

Granica wykrywalno$ci metody okreslona na poziomie od 1 do 3 j.t.k. pozwala
na wykrycie pateczek Salmonella spp. Wykazano czuto$¢ (selektywnosé) i specy-
ficzno$¢ metody umozliwiajace wyizolowanie obecnego drobnoustroju badz nie wy-
krycie Salmonella, wtedy gdy jest on nieobecny w badanej probce.
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Metodg sprawdzono w warunkach konkretnego laboratorium. Udowodniono, iz

metoda moze by¢ zastosowana w warunkach laboratoryjnych poprzez wykazanie
zgodnosci wynikow uzyskanych w warunkach powtarzalnosci (ten sam wykonawca,
to samo laboratorium, ta sama aparatura, w krotkim czasie) i odtwarzalnosci (ta sama
matryca a rozne warunki badania, tzn. r6zni wykonawcy, inne serie testow, pozy-
wek). Sprawdzenie metody w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci umozliwia
wykonywanie porownan migdzylaboratoryjnych.

4. WNIOSKI

1.

W oparciu o analiz¢ wzrostu na pozywkach agarowych préobek wody powierzch-
niowej wytypowano:
a. RVS i MKKTn — dwie ptynne pozywki namnazajace, poniewaz:
— wykazaly si¢ najwyzsza selektywnoscia (rowniez dla bakterii Salmonella)
— selektywno$¢ w kolejnosci: RVS, MKKTn, SC, SF,
— czynniki selektywne zawarte w pozywkach RVS i MKKTn najlepiej hamo-
waly wzrost obfitej flory towarzyszacej,
b. XLD i WB — dwie selektywne pozywki agarowe, poniewaz:
— pozywka XLD jest idealng pozywka do wykrywania typowych bakterii
Salmonella spp.,
— jedyng pozywka umozliwiajaca wykrycie laktozododatnich Salmonella jest
agar z siarczynem bizmutu wg Wilson — Blair’a. Na pozywce WB szczepy
S. Paratyphi B i w mniejszym stopniu S. Typhimurium wykazaty wzrost
z charakterystycznym, metalicznym potyskiem, natomiast S. Enteritidis —
wzrost w postaci zielono-czarnych kolonii.

. Wyeliminowano pozywke BGA, poniewaz wykazata obfity wzrost mikroflory to-

warzyszacej (E. coli, P. aeruginosa), ktora hamowata wzrost bakterii Sa/monel-
la. W przypadku czystych hodowli Salmonella odnotowano wzrost zlewny —
charakterystycznych i niecharakterystycznych kolonii (z matrycy), ktory unie-
mozliwiat izolacje pojedynczych kolonii, niezaleznie od zastosowanego selektyw-
nie namnazajacego pltynnego podtoza.

. Na pozywce SS wszystkie serotypy rosty charakterystycznie w postaci kolonii

przezroczystych lub lekko zottych, w wigkszosci z czarnym srodkiem. Podobny
wzrost wykazywaty Proteus mirabilis i Proteus vulgaris pochodzace z matrycy.

. Wykazano, ze metoda jest selektywna, specyficzna, powtarzalna i odtwarzalna

w warunkach laboratoryjnych.

. Granica wykrywalno$ci metody zostata okreslona na poziomie od 1do 3 j.t.k.
. Prawdopodobienstwo podania wyniku falszywego w zakresie biochemicznej iden-

tyfikacji bakterii Salmonella opracowana metoda referencyjna w stosunku do me-
tody alternatywnej (API 20E) wynosi 0%.

49



PosTEPY NAUKI | TECHNIKI NR 3, 2009

LITERATURA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

50

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 27 listopada 2002 roku w sprawie wymagan,
jakim powinny odpowiada¢ wody powierzchniowe wykorzystywane do zaopatrzenia lud-
nosci w wode przeznaczong do spozycia. Dz. U. Nr 204 z 2002 r., poz. 1728.
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 pazdziernika 2002 roku w sprawie wyma-
gan, jakim powinna odpowiada¢ woda w kapieliskach. Dz. U. Nr 183 z 2002 r., poz.
1530.

Katuzewski S., Szych J.: Nowelizacja metodyki wykrywania i identyfikacja pateczek z
rodziny Enterobacteriacae. PZH. Zaklad Promocji Zdrowia i Szkolenia Podyplomo-
wego, Warszawa 1999.

Burbianka M., Pliszka A., Burzycka H.: Mikrobiologia zywnos$ci. PZWL, Warszawa
1983.

Kotozen-Krajewska D.: Wirusy mutanty atakuja. Czes$¢ II. Bezpieczenstwo i higiena
zywnosci. 2/19/2005.

Smyta A., Piotrowska-Seget Z., Tyflewska A.: Patogenic bacteria hazard in suface wa-
ters. Acta UNC Pr. Limn. 23, 2003.

Czajkowska D.: Salmonella w zywnosci jako przyczyna chorob ludzi. Diagnostyka zro-
dlem dobrego zdrowia. Wyd. BioMerieux Polska, 2003.

Styputkowska-Misiurewicz H.: Zatrucia pokarmowe Salmonella. Laboratorium Me-
dyczne 5/2004.

Dohm H., Strzelezyk E.: Zyjace lecz nie dajace sie hodowaé bakterie. Post. Micro-
biol., 43, 3, 2004.

Pawelec D.P., Jagusztyn-Krynicka E.K.: Atenuowane szczepy Salmonella enterica -
nos$niki heterologicznych antygenow. Post. Microbiol., 39, 2000.

Virella V. G.: Mikrobiologia i choroby zakazne. Wydawnictwo Medyczne Urban & Part-
ner, Wroctaw 2000.

Zaremba M.L., Baranowski J.: Mikrobiologia Lekarska dla studentow medycyny. Wy-
dawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 1997.

Rzedzicki J., Bo§ M.: Sytuacja epizootyczna patogenow zakazen pokarmowych (sal-
monelozy). Wyd. PIWet, Pulawy 1998.

Przybylska A.: Ogniska zbiorowych zatru¢ i zakazen pokarmowych o etiologii bakte-
ryjnej w Polsce w latach 1990-1996. Przeglqd Epidemiologiczny, 52, 1998.
Przybylska A.: Zatrucia i zakazenia pokarmowe w 1998. Przeglad Epidemiologiczny,
54, 2000.

Przybylska A.: Ogniska zbiorowych zatru¢ i zakazen pokarmowych w Polsce w latach
1985-1999. Przeglqd Epidemiologiczny, 55, 2001.

Przybylska A.: Zatrucia i zakazenia pokarmowe w 2001. Przeglad Epidemiologiczny,
57, 2003.

Kowal. A., Swiderska-Bréz M.: Oczyszczanie wody. PWN, Warszawa-Wroclaw 1996.
Metodyka wykrywania i izolacji Salmonella z wod powierzchniowych i $ciekéw. Wy-
dawnictwo Metodyczne Panstwowego Zaktadu Higieny, Warszawa 2001.
PN-A-82055:1994. Migso i przetwory migsne. Badania mikrobiologiczne. Wykrywa-
nie obecnosci pateczek z rodzaju Salmonella.

PN-EN ISO 6579:2003. Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykry-
wania Salmonella spp.



PosTEPY NAUKI | TECHNIKI NR 3, 2009

22. PN-A-04023:2001. Mikrobiologia zywnosci. Wykrywanie i identyfikacja drobnoustro-
jOow z Enterobacteriaceae.

23. PN-EN ISO 16140:2004. Mikrobiologia zywnosci i pasz. Protokét walidacji metod
alternatywnych.

24. Pytel J., Rubinkiewicz R.: Metodyka wykrywania i izolacji bakterii Salmonella z wod
powierzchniowych. Opracowanie i walidacja. Materiaty seminarium ,,Doskonalenie
funkcjonowania laboratorium mikrobiologicznego — woda”, str. 1-15, Gdansk 2006.

Selection of the base and verification of salmonella bacteria detection
and isolation method in the surface waters using membrane filtration

Summary

The article presents the methodology of detection and isolation of Salmonella bacteria in
surface waters using membrane filtration. Liquid propagating and selective agar bouillons
have been chosen to detect the typical and untypical serotypes. The bullions have
been chosen to eliminate the perturbations from accompanying micro flora during
process of Salmonella bacteria detection. Formulated methodology should help to detect
both epizootic serotypes of Salmonella like S. Typhi, S. Paratyphi.

The methodology was verified in the laboratory conditions by validation process
covering: determination of detection threshold, comparison with standard
methods like API 20E test (comparison of standard method with the alternative
one), probability of false result determination.

It was showed that selective factors contained in the RVS and MKKTn bullions slowed the
growth of rich accompanying flora in the surface waters and XLD bullion is the ideal base
for the typical Salmonell ssp. bacteria.

The only one of the verified bullions which enabled detection of lactose-positive Salmo-
nella bacteria was agar with bismuth sulfite according to Wilson-Blair. The method was
verified and it was observed that it is selective and reproducible in the laboratory condi-
tions. The detection threshold was established at the level from 1 to 3 of the colony for-
ming units.

51



