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Sprawdzono wykrywalnos$é paleczek z rodzaju Salmonella w zywnosci przy zastoso-
waniu podloza wybiérczo-namnazajqcego Rappaport — Vassiliadis zamiast stosowanej do-
tychczas pozywki Miller — Kauffmanna.

W ostatnich latach stwierdzono wzrost wystgpowania paleczek Salmonella w zyw-
nosci szczegdlnie pochodzenia zwierzgcego. S3 one wykrywane przede wszystkim w ta-
kich surowcach jak drob, jaja, migso [2, 8, 11, 13]). Izolowano je réwniez z ryb i prze-
tworéw rybnych, malzy i skorupiakéw [9]. Zywnosé jest trudnym materialem do ba-
dan mikrobiologicznych a szczegélnie do . wykrywania paleczek Salmonella.
W odréznieniu od materialu pobranego od chorych, w ktorym z reguly mamy do
czynienia ze zwigkszona liczba bakterii bedacych przyczyna wystapienia stanu choro-
bowego, w Srodkach spozywczych istnieje i to w w znacznej liczbie, mikroflora sap-
rofityczna, utrudniajaca wykrycie obecno$ci bakterii chorobotwoérczych. Ponadto zy-
wnos$¢ zawiera roézne naturalne substancje antybakteryjne, ktore rowniez moga mieé
wplyw na wyniki badan. Z drugiej strony zréznicowany sklad i bogactwo substancji
odzywczych tworzy srodowisko, w ktorym w sprzyjajacych warunkach drobnoustroje
chorobotwércze moga nie tylko doskonale bytowac ale i namnazaé si¢, nie powodujac
przy tym zmian organoleptycznych.

W takiej sytuacji kontrolowanie pateczek Salmonella w zywnosci (ktére zgodnie
z obowigzujagcymi wymaganiami nie moga by¢ obecne w 25 g produktu), wymaga
specyficznego toku postgpowania. Obecnie najczesciej stosowang na Swiecie metoda
wykrywania paleczek Salmonella jest zamieszczona w normie ISO 6579 z 1981 r. ,,Mic-
robiology — General guidance on methods for detection of Salmonella’.

Ostatnio ISO (International Organization for Standarization) zaproponowala
wprowadzenie w miejsce podloza Miller — Kauffmanna, pozywki Rappaport — Vas-
siliadis, ktora pozwala na zwigkszenie wykrywalnosci paleczek Salmonella [4].

MATERIAL I METODYKA

Material do badan stanowily probki roznych srodkéw spozywczych pochodzacych z obrotu han-
dlowego — mi¢so, dréb, kietbasa surowa, wyroby garmazeryjne, hamburgery mrozone. W przypadku
drobiu bitego prébke stanowily kawaiki skory.
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Zgodnie z obowigzujaca w normach metodyka [1, 14] wykrywano paleczki Salmonella w 25 g
nawazkach. Stosowano nastgpujace etapy badan: przednamnazanie w wodzie peptonowej (WP)
16—-20 h, hodowla przez 24 -48 godzin na poZywkach wybiorczo-namnazajacych z seleninem sodo-
wym (SF) i rownolegle z czterotionianem sodu (Miiller — Kauffmanna — MK). Dokonywano selekcji
podejrzanych kolonii ze stalych podiéz rézmicujacych, ktorymi byly — podloze agarowe z zelenia
brylantowg i czerwienia fenolowa (Edel i Kampelmacher — BGA), podloze SS, Wilson — Blaira (WB)
oraz podioze Hektoen.

Ponadto stosowano po przednamnazaniu pozywka Rappaport — Vassiliadis (w ilosci 10 ml), do
ktorej przesiewano 0,1 mi lub 1 ml materiatu z wody peptonowe;j [4, 19].

Stosowane bylo rowniez, zalecane przez ISO [4], podloze z kwasnym seleninem sodu i cystyna

[SC]. Do 10 ml tego podloza przesiewano 0,1 ml i 1 ml materialu z wody peptonowej a do
100 m1-10 ml.

Przynalezno$¢ podejrzanych kolonii do rodzaju Salmonella potwierdzano za pomocg testow bio-
chemicznych oraz serologicznie przy uzyciu surowic do aglutynaciii szkietkowe;j.

OMOWIENIE WYNIKOW

Metodom wykrywania paleczek Salmonella w zywnoSci poswigca si¢ od lat wiele
uwagi [12]. Powszechnie akceptowane w badaniu zywnosci sa kolejne etapy wykony-
wanych badan (przednamnazanie, namnazanie, izolacja, identyfikacja). Poslugiwanie
si¢ tymi metodami jest szczegélnie istotne w przypadkach wystgpowania w Srodkach
spozywczych bakterii o subletalnie uszkodzonych komorkach [3]. Bakterie w takim
stanie fizjologicznym spotyka sif; zwlaszcza w Zywnosci poddawanej réznym zabiegom
technologlcznym jak ogrzewanie, mrozenie czy suszenie. Wszelkie proponowane
w metodyce mkrobxologlcmych badan 7 zywnoscn Zmiany s3 uwaznie Sledzone i spraw-
dzane w licznych laboratoriach na Swiecie.

Opracowane przez Rappaporta, a nastepnie zmodyfikowane w 1976 r przez Vas-
siliadisa podloze dosyé skutecznie hamuje wzrost konkurencyjnych bakterii, zwlaszcza
z rodzaju Proteus [10, 15, 17, 19].

W zwigzku z raportem ISO z posiedzenia grupy roboczej d/s mikrobiologii Zywno-
$ci w 1988 r., w ktérym zwrdcono uwage na zmienng toksycznosé zieleni malachitowej
dla bakterii, porébwnano firmowe suche podtoze RV firmy Oxoid z podlozami przy-
gotowanymi w pracowni, do ktérych uzywano zieleni malachitowej firmy Merck oraz
firmy Reachim.

Barwniki byly przygotowane wczeéniej i przechowywane przez tydzien przed uzy-
ciem.

Wzrost wzorcowych szczepow pateczek Salmonella, wprowadzonych w réznej licz-
bie do podl6z RV przedstawia tabela I.

Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje innych autoréw dotyczace podtoza RV.
Quail i wsp. uwazaja, ze podloze przygotowane z poszczegdlnych skladnikéw daje
lepsze wyniki niz podloze firmowe.

Z uwagi na toksyczne dzialanie zieleni malachitowej i mozliwo$¢ hamowania wzro-
stu rowniez paleczek Salmonella, nalezy wstepnie sprawdzié dziatanie barwnika na
wzorcowe szczepy Salmonella.

Z obserwacji wynika (tabela I), ze zielen malachitowa ﬁrmy Merck moze byé
stosowana Jako skladnik podloza RV, a zelen firmy Reachim nie powinna by¢ uzy-
wana, poniewaz wzrost Salmonella byt w jej obecno$ci ograniczony.
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Tabela 1. Wzrost pateczek Salmonella na podlozach Rappaport - Vassiliadis
Salmonella growth on Rappaport - Vassiliadis media

Rodzaj podloza
i Oxoid z Zelenig n?alachltowa z zielenig malachitows
Szczep irmy Oxo szczawianowg firmy Reachim
firmy Merck
Ilos¢ wprowadzonego materiatu
Iml 01ml °Z° 1ml o0lml °%*° 1m 01m %%°
ezy ezy ezy
Salmonella agona + + - + + — + - -
Salmonella enteritidis 101 + + - + + - + — -
Salmonella infantis 4 + + + + + + - —

”+" - wnost
»— — brak wzrostu

Obecnos¢ paleczek Salmonella badano w 113 prébkach zywnosci takiej jak dréb,
mieso, kielbasa surowa, hamburgery migsne, wyroby garmazeryjne. Wyniki badan
przedstawiono w tabeli II.

Tabela 11. Wystgpowanie paleczek Salmonella w produktach z rynku warszawskiego
Occurence of Salmonella in food products from market - place in Warsaw

] ttu Liczba prébek
Rodzaj produ zbadanych dodatnich
Dréb bity 57 33
Migso mielone 21 4
Mieso wolowe (kawalki) 6 0
Migso wieprzowe (kawatki) 6 3
Kielbasa surowa 3 1
Hamburgery mrozone 4 0
Wyroby garmazeryjne 16 1
Razem 113 42

Wystepowanie paleczek Salmonella stwierdzono w 33 na 57 zbadanych tuszek
drobiowych, w 3 na 6 zbadanych prébkach migsa wieprzowego, w 4 na 21 — migsa
mielonego. W wyrobach garmazeryjnych tylko z jednej prébki kaszanki wyizolowano
Salmonella enteritidis. Nie wykryto ich w migsie wolowym ani w hamburgerach mro-
zonych. Wyniki wskazujace w wysokim odsetku prébek drobiu obecno$¢ Salmonella
s3 zgodne z doniesieniami autoréw z innych krajéw [17]. Czgstotliwos¢ izolowania
Salmonella z tuszek drobiowych jest wyzsza niz wskazuja na to wyniki uzyskane przez
Kaluzewskiego i wsp., ktérzy badali w 1986 r wyciek z pojemnikéw do transportu
drobiu i w 25% stwierdzli obecno$§é Salmonella [5, 6, 7, 9]. Jest wysoce prawdopodob-
ne, ze wplyw na uzyskanie wysokiej wykrywalnoéci miala zastosowana metoda oraz
wprowadzenie dodatkowego podloza RV.
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Poréwnanie wykrywalnosci paleczek Salmonella przy zastosowaniu réznych po-

dl6z wybidrczo-namnazajacych przedstawiono w tabeli ITI.

Tabela 111. 1zolacja paleczek Salmonella z r6inych pozywek ptynnych
Isolation of Salmonella from different liquid media

Liczba probek dodatnich

Rodzaj produktu n RV* RV MK SC SC SC SF

1:10 0.1:10 10:100 10:100 1:10 0.1:10 10:100
Droéb 57 3(M** 22(50) 7(13) 24 41 504 4()
Migso mielone 21 - 3(9 - - 1@) 1(2) 1(5)
Migso wieprzowe 6 - 34 - - - 1(1) -
Kielbasa surowa 3 - 1(2) - - - 1(1) -
Wyroby garmazeryjne 16 - 1(1) - - 1(1) - -
Ogolem 103 3() 3062 7@13) 24 6@16) 8(18) 51D

n liczba prébek zbadanych

* RV - pozywka Rappaport - Vassiliadis
MK - pozywka Miiller - Kauffmann
SC - pozywka z kwaénym seleninem sodu i cystyng
SF - pozywka z seleninem sodu

*¢ _ w nawiasach zawarte s3 liczby potwierdzonych szczepéw Salmoella
-1:10,0.1:10, 10: 100 iloéé inoculm i pozywki namnazajgcej

Tabela 1V. Czestotliwo§é wystepowania serotypow paleczek Salmonella w badanych produktach
Frequency of occurance of Salmonella serotypes in the investigated products

Liczba probek dodatnich
Serot ; i i ,
P drob migso igso kietbasa wyroby ogoblem
mielone wieprzowe surowa  garmazeryjne
Salmonella gr B
S. typhimurium 7 (30)* 1) 1(1) - - 9(33)
S. saint - paul 2(2 1) - 1(2) - 4(5)
S. heidelberg 2 (5) - - - - 2(5)
S. agona 1(1) - - - - 1 (D)
Salmonella gr C
S. oranienburg - 1 () - - - 1 (M
S. infantis 2(8) - - - - 2(8)
Salmonella gr D
S. enteritidis 9 (40) 2 (11) 22 - 1(1) 14 (54)
S. blegdam 3(15) - - - - 3(15)
Salmonella gr E '
S. anatum 2(2) 1(1) - - - 3(3)

* w nawiasach podano liczb¢ wyizolowanych szczep6w
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Najlepsze wyniki, najwyzsza wykrywalno$¢, uzyskano przy zastosowaniu podloza
RYV. W niektorych probkach, np. drobiowych réznice wykrywalnosci byly szczegélnie
widoczne. Zachowanie proporgji inoculum do podloza 1:100 przy przesiewie z wody
peptonowej do podloza RV bylo korzystne dla wykrywania paleczek Salmonella.

Uzyskane wyniki s3 w pelni zgodne z sugestiami autoréw podloza Rappaport
— Vassiliadis [18). Upowazniaja one do akceptacji propozycji Podkomitetu ISO ,,Mik-
robiologia’ dotyczacej nowelizacji metody wykrywania paleczek Salmonella w zyw-
nosci i wprowadzenia podloza Rappaport — Vassiliadis, zamiast dotychczas stosowa-
nego podloza Miiller — Kauffmanna.

Podobnie, lepsza wykrywalnos¢ uzyskiwano przesiewajac 0,1 ml z wody peptono-
wej do 10 ml pozywki seleninowej z cystyna (SC). Czgstotliwosé wystgpowania sero-
typoéw w réznych produktach podaje tabela IV.

Ze wszystkich probek wyizolowano 131 szczepow Salmonella. Najczgsciej wyste-
powala S. enteritidis — w 33% probek oraz S. typhimurium — 21% probek. Najwigksza
liczbe serotypow izolowano z probek drobiu.

W trakcie badan stwierdzono wystepowanie szczepow laktozo-dodatnich S.ente-
ritidis, S.saint-paul, S.typhimurium, S.heidelberg, S.oranienburg i S.anatum.

WNIOSKI

1. Podloze Rappaport — Vassiliadis zwigksza wykrywalnos$¢ paleczek Salmonella
w zywnosci, Rozwazenia wymaga zmiana metody wykrywania i zastapienie podloza
Miiller-K auffmanna podlozem Rappaport — Vassiliadis.

2. Mozliwe jest uzywanie podloza RV przygotowywanego w warunkach labora-
toryjnych po uprzednim przetestowaniu zieleni malachitowe;.

3. Zaleca si¢ stosowanie przesiewu 0,1 ml hodowli na wodze peptonowej do 10
ml podloza Rappaport — Vassiliadis, co nie tylko zwigksza wykrywalno$¢ ale ma wplyw
na zmniejszenie kosztow analizy.

K. Gorecka, A. Grochowska, H. Sciezyfiska, B. Windyga

DETECTION OF SALMONELLA IN FOOD PRODUCTS
Summary

The Rappaport — Vassiliadis (RV) medium prepared under laboratory conditions from its dif-
ferent components was found to be equally suitable as the commercial RV Oxoid medium for routine
detection of Salmonnella in food products.

The best detection (30 of 113 examined samples) was obtained using 0,1 ml of culture and 10 ml
of medium. In case of 1 ml of culture and 10 ml of medium Salmonella was isolated only from
3 samples. Only 7 positive samples were obtained using MK medium.

Necessity of preliminary toxity veryfication for malachite green oxalate colour used in RV me-
dium, to standard Salmonella strains, prior to routine food products tests, was found.
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