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KRZYSZTOF KWIATEK, RAFAL ZASADNY

OCENA POZYWEK STOSOWANYCH W WYKRYWANIU
OBECNOSCI ORAZ OZNACZANIU LICZBY CAMPYLOBACTER SPP.
W MIESIE DROBIOWYM

Streszczenie

Celem pracy byla ocena przydatnosci ptynnych pozywek selektywno-namnazajacych (bulionu
Prestona, Boltona) i namnazajacych (bulionu Brucella) oraz pozywek stalych (mCCDA, Karmali) do
wykrywania obecno$ci oraz oznaczania liczby termotolerancyjnych Campylobacter spp. Do badan
jakosciowych uzyto tuszek drobiowych, z ktérych pobierano metoda wymazéw z powierzchni material do
posiewu na badane pozywki agarowe. Natomiast, celem uzyskania probek do badan ilosciowych
zastosowano zmywanie powierzchni tuszki przy uzyciu zbuforowanej wody peptonowe;j.

Dos$wiadczenie przeprowadzono w trzech uktadach modelowych, obejmujacych oceng pozywek
ptynnych i statych stosowanych w metodach jakos$ciowych oraz oceng pozywek statych uzywanych w
metodach ilo$ciowych, zgodnie z metodyka wlasna oraz zalecana w normie PN-ISO 10272: 2002. W
wyniku badan jako$ciowych z zastosowaniem ptynnych pozywek selektywno-namnazajacych uzyskano
wysoki odsetek prébek dodatnich w przypadku bulionu Boltona (100%) i Prestona (94%). Natomiast w
przypadku nieselektywnego bulionu Brucella osiagnigto znacznie nizszy poziom, wynoszacy 47%.
Analiza wymazéw pobranych z tuszek drobiu z zastosowaniem pozywek statych mCCDA oraz Karmali
pozwolita na otrzymanie odpowiednio 100% do 94% wykrytych Campylobacter spp. Nizszy odsetek
prawdopodobnie spowodowany byt wigkszym wzrostem mikroflory niespecyficznej (35% do 23%,
odpowiednio w przypadku agaru Karmali oraz mCCDA). Uzyskane wyniki pozwalaja wigc na
stwierdzenie, ze w przypadku badania migsa drobiowego w zakresie wykrywania i oznaczania liczby
Campylobacter spp. najlepszymi parametrami charakteryzowaty sig: selektywno-namnazajaca pozywka
plynna wg Boltona oraz agar selektywny mCCDA.

Stowa Kkluczowe: Campylobacter, agar mCCDA, agar Karmali, bulion Prestona, bulion Boltona, migso
drobiowe

Wprowadzenie

Wdrazane w laboratoriach systemy zapewnienia jako$ci badan wymagaja
stosowania odpowiedniej jakosci pozywek i odczynnikéw [6, 7, 8]. Szczegdlnie
podkresla sig, ze pozywki stosowane w badaniach mikrobiologicznych zywnosci i pasz
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powinny odpowiada¢ okreslonym kryteriom zyzno$ci oraz selektywnosci, powinny
by¢ dobrane we wiasciwy sposéb, odpowiedni do osiagnigcia celu badania oraz
gwarantowac uzyskiwanie statych i powtarzalnych wynikéw [6]. W wykonywanych
urzgdowo badaniach mikrobiologicznych Zzywnosci w kierunku obecnos$ci i liczby
termotolerancyjnych Campylobacter spp. jednym z wazniejszych elementéw
decydujacych o wiarygodnos$ci otrzymanego wyniku jest rodzaj pozywek stosowanych
do izolowania, oznaczania liczby i identyfikacji tych drobnoustrojéw. Zagadnienie to

w ostatnim okresie jest przedmiotem zainteresowania badaczy [1, 2, 3, 4, 5].

Biorac pod uwage zakres stosowania pozywek do wykrywania obecno$ci i
oznaczaniu liczby termotolerancyjnych Campylobacter spp. w zywnosci mozna
stwierdzi¢, ze pozywki te powinny:

— zapewnia¢ ozywianie uszkodzonych komoérek Campylobacter spp., ktoére cechuja
si¢ wysoka wrazliwo$cia na niekorzystne warunki §rodowiska zewngtrznego oraz
maja w tym stanie malg aktywnos¢ fizjologiczna;

— umozliwia¢ ich intensywne namnazanie;

— zapewnia¢ izolowanie tego patogena z r6znego rodzaju badanej zywnosci;

- w  przypadku pozywek agarowych umozliwia¢ oznaczanie liczby
termotolerancyjnych Campylobacter spp. w badanych prébkach.

Biorac powyzsze pod uwage podje¢to badania, ktérych celem byto okreSlenie
przydatnosci wybranych selektywnych pozywek ptynnych i agarowych do
wykrywania oraz oznaczania liczby termofilnych Campylobacter spp. w probkach
materiatu pobranych z migsa drobiowego.

Material i metody badan

W badaniach okre$lajacych selektywnos¢ i czuto$¢ statych pozywek agarowych
stosowano dwie pozywki, a mianowicie agar wg Karmali oraz zmodyfikowana
pozywke agarowa z weglem drzewnym, cefoperazonem 1 dezoksycholanem
(mCCDA). W badaniach stosowano gotowe komercyjne pozywki wyprodukowane
przez firm¢ Oxoid. Doktadny sktad stosowanych pozywek agarowych zawarty jest w
odpowiednich normach oraz katalogach [7, 8, 9]. W trakcie przygotowywania
pozywek do badan przestrzegano instrukcji producenta. W badaniach prowadzonych w
kierunku obecnosci termotolerancyjnych drobnoustrojow z rodzaju Campylobacter
stosowano pozywki selektywno-namnazajace tj.: bulion Prestona, bulion Boltona oraz
nieselektywna pozywke bulionowa Brucella. Atmosfer¢ mikroaerofilna otrzymywano
za pomocg gotowego zestawu CampyGen CN 35 firmy Oxoid.

Wykonywane badania laboratoryjne z uzyciem ww. pozywek statych i ptynnych
prowadzono w 3 uktadach modelowych.
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Ocena pozywek statych. Metoda jakosciowa

Wymazy pobierano z powierzchni tuszek, po wykonaniu zabiegu wytrzewiania na
linii uboju, z okolicy steku z powierzchni okoto 100 cm”. Po pobraniu materiatu
wymazowki umieszczano w probdwce zawierajacej ptyn fizjologiczny, a nastgpnie
transportowano w temp. 0-5°C do laboratorium celem niezwlocznego dokonania
posiewow. W kazdym przypadku czas pomiedzy pobraniem wymazu a posiewem nie
przekraczat 4 h. Kazdy wymaz byt posiewany réwnolegle technika sektorkowa na
pozywki, bedace przedmiotem oceny. Po inkubacji posiewdw w temp. 42°C przez 48 h
w atmosferze mikroaerofilnej (5% O,, 10% CO, i 85% N,) ptytki odczytywano,
okreslajac obecno$¢ termofilnej mikroflory z rodzaju Campylobacter oraz innych
niespecyficznych drobnoustrojow przynaleznych do innych grup taksonomicznych niz
Campylobacter.

Ocena pozywek statych. Metoda ilosciowa

Z linii technologicznej uboju drobiu w zaktadach drobiarskich pobierano losowo
tuszki kurczat brojleréw po wytrzewieniu, ale jeszcze przed etapem schtadzania. Po
umieszczeniu badanej tuszki w jalowym worku foliowym dodawano 500 ml
zbuforowanej wody peptonowej. Nastgpnie przeprowadzano 2-minutowe zmywanie
powierzchni tuszki zanurzonej w dodanym do worka plynie. Po wykonaniu tej
czynnosci tuszke wyjmowano, a pozostaty po ocieknigciu w worku plyn traktowano
jako poptuczyny stuzace do wykonania posiewéw. Przedtem jednak przelewano go do
jatlowych butelek o poj. 500 ml, po czym transportowano w temp. 0-5°C do
laboratorium. Po dostarczeniu do laboratorium materiat posiewano, stosujac technike
posiewu powierzchniowego. Polegata ona na dokonaniu posiewu badanej prébki oraz
jej kolejnych rozcienczen dziesigtnych na ptytki Petriego, zawierajace poddawane
ocenie selektywne pozywki agarowe. Posiewano po 0,2 ml materiatu na kazda ptytke,
réwnomierne rozprowadzajac po catej powierzchni.

Po inkubacji posiewéw w temp. 42°C przez 48 h w atmosferze mikroaerofilnej
(5% 0O,, 10% CO, 1 85% N,) ptytki odczytywano, okreslajac liczbg wyrostych kolonii
bakterii  termofilnych drobnoustrojow z rodzaju Campylobacter. Nastgpnie, po
wykonaniu odczytu dokonywano poréwnania dwéch pozywek agarowych. W tym celu
zastosowano test t-Studenta na poziomie istotno$ci a = 0,05 za pomoca programu
KyPlot 2.0 (Koichi Yoshioka).

Ocena pozywek ptynnych selektywno-namnazajqcych. Metoda jakosciowa

Do badan uzyto wymazéw pobranych z powierzchni tuszek poddanych zabiegowi
wytrzewiania i immersyjnego schtadzania. Wymazy pobierano z okolicy steku z
powierzchni okoto 100 cm’. Po pobraniu materiatu wymazéwki umieszczano w
probéwce zawierajacej 10 ml ptynu fizjologicznego, a nastgpnie transportowano w
temp.
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0-5°C do laboratorium celem niezwlocznego dokonania posiewdéw. Otrzymana
zawiesing po wymieszaniu posiewano po 1 ml do dwdch plynnych pozywek
selektywno-namnazajacych: pozywki bulionowej wg Prestona oraz pozywki
bulionowej wg Boltona. Posiana pozywke¢ Prestona inkubowano w warunkach
mikroaerofilnych (5% O,, 10% CO; i 85% N,) w temp. 41,5°C przez 24 h. W
przypadku pozywki bulionowej wg Boltona inkubacje prowadzono poczatkowo w
temp. 32°C przez 4 h, a nastgpnie w temp. 41,5°C przez 42 h. Po zakonczeniu inkubacji
dokonywano przesiewu otrzymanych hodowli bulionowych na pozywke¢ agarowa
mCCDA. Po inkubacji posianej pozywki agarowej w temp. 42°C przez 48 h w
atmosferze mikroaerofilnej (5% O,, 10% CO, i 85% N,) plytki odczytywano,
okreslajac obecnos$¢ termofilnej mikroflory zrodzaju Campylobacter oraz innych
niespecyficznych drobnoustrojéw nie nalezacych do rodzaju Campylobacter.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki  dotyczace wykrywalno$ci i oznaczonej liczby termofilnych
drobnoustrojow z rodzaju Campylobacter na powierzchni badanych tuszek drobiu w
zaleznosci od rodzaju zastosowanej pozywki agarowej przedstawiono w tab. 1-3.

Tabela 1

Wykrywanie Campylobacter spp. w wymazach pobranych z tuszek drobiu w zaleznosci od rodzaju
pozywki stalej.

Detection of Campylobacter spp. from swab samples taken from poultry carcasses depending on usage of
solid medium.

Liczba zbadanych Liczba/odsetek probek dodatnich [%]
Rodzaj pozywki wymazow Number/percentage of positive samples [%]
Medium No. of swabs Mikroflora niespecyficzna
examined Campylobacter spp. e
Non-specific microflora
mCCDA 17 17/100 4/23
agar Karmali
. 17 16/94 6/35
Karmali agar
Przy uzyciu pozywki mCCDA mozliwe bylo wykrycie obecnosci

termotolerancyjnych Campylobacter spp. w 100% badanych prébek wymazéw, podczas
gdy przy zastosowaniu agaru wg Karmali osiagnigto wskaznik nieznacznie nizszy,
wynoszacy 94% (tab. 1). Ten nizszy odsetek probek dodatnich spowodowany byt
nieznacznie nizsza selektywnos$cia pozywki. Objawialo si¢ to liczniejszym wzrostem
mikroflory niespecyficznej, ktéra najwidoczniej powodowata przerosnigcie wyrostych
kolonii Campylobacter spp. Posiewane wymazy na agarze Karmali w 35%
zanieczyszczone byly mikroflora niespecyficzna, podczas, gdy w przypadku pozywki
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mCCDA odsetek ten wynosit tylko 23%. W badaniach poréwnawczych testowanych
pozywek, na agarze mCCDA uzyskano wyzsza liczbe Campylobacter spp. niz na statej
pozywce Karmali (tab. 2), jednak stwierdzone r6znice nie byty na tyle duze, aby byly
statystyczne istotne.

Tabela 2

Zanieczyszczenie Campylobacter spp. powierzchni tuszek drobiowych.
Campylobacter spp. occurrence on the surface of poultry carcasses.

Sredni poziom
Liczba zbadanych zanieczyszczenia tuszki
Rodzaj pozywki tuszek Zakres jtk/tuszke [jtk/tuszke]
Medium No. of carcasses Cfu range/carcass Mean level of carcass
examined contamination
[cfu/carcass]
mCCDA 9 2,43x10° - 3,97x10’ 1,56x10’
agar Karmali 6 . 5
) 9 2,74x10° - 3,71x10 1,42x10
Karmali agar
Tabela 3

Wykrywanie obecno$ci Campylobacter spp. w wymazach pobranych z tuszek drobiu w zaleznos$ci od
rodzaju pozywki ptynnej — selektywnej i nieselektywne;j.

Detection of Campylobacter spp. from swab samples taken from poultry carcasses using selective and
non-selective liquid medium.

Rodzaj pozywki Liczba zbadanych wymazdéw Liczba/odsetek probek dodatnich [%]
Medium No. of swabs examined Number/percentage of positive samples [%]

Bulion Boltona

17 17/100
Bolton broth
Bulion Prest:
ulion Prestona 17 16/94
Preston broth
Bulion B 11
ulion Brucella 17 8/47

Brucella broth

Uzyskane w obu uktadach modelowych dane wskazuja, ze pomimo braku
statystycznie istotnych réznic pozywka agarowa mCCDA cechuje si¢ stosunkowo
najwyzsza czutoScia i selektywno$cia w badaniach ilo$ciowych oraz jakoSciowych
migsa drobiowego w kierunku Campylobacater spp. Ponadto trzeba podkresli¢, iz
znajduje to potwierdzenie w badaniach wykonanych przez innych autoréw [1, 9, 10].

Wyniki badan poréwnawczych ptynnych pozywek selektywno-namnazajacych
i namnazajacych w zakresie wykrywania termotolerancyjnych Campylobacter spp.
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w wymazach z drobiu przedstawiono w tab. 3. Najwyzszy odsetek probek dodatnich
uzyskano w posiewach badanego materiatu do bulionu selektywno-namnazajacego wg
Boltona (100%), nieznacznie nizszy, bo wynoszacy 94% wskaznik osiagnigto w
przypadku pozywki wg Prestona. Jednakze zdaniem niektorych autoréw [5] bulion
Prestona umozliwia osiaganie wyzszej wykrywalnos$ci niz pozywka Park-Sandersa i
stad moze by¢ rekomendowana do stosowania w wykrywaniu tego patogena w migsie
drobiowym. W przypadku nieselektywnego bulionu Brucella osiggnigto wynik
najnizszy, wynoszacy 47%.

Whioski

1. Uzyskane wyniki badan dowodza, ze selektywno-namnazajaca pozywka z wyboru
w wykrywaniu Campylobacter spp. w $rodowisku migsa drobiowego moze by¢
pozywka wg Boltona.

2. Sposréd pozywek statych najlepszymi parametrami wykazat si¢ agar mCCDA, co
potwierdza jego skuteczno$¢ w wykrywaniu oraz oznaczaniu ilo$ciowym
Campylobacter spp. przy jednoczesnym niewielkim wzro$cie mikroflory
towarzyszace;.
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EVALUATION OF MEDIUM USED FOR DETECTION AND ENUMERATION OF
CAMPYLOBACTER SPP. IN POULTRY MEAT

Summary

Two selective enrichment broths (Preston, Bolton) and one enrichment broth (Brucella) as well as
modified charcoal cefoperazone deoxycholate (mCCDA) and Karmali agars were evaluated for their
efficiency to isolate and enumerate Campylobacter spp. in samples taken from poultry carcasses. Swab
samples for qualitative studies was taken from poultry carcasses and rubbed thoroughly over the surface
of mCCDA and Karmali agar. Whereas, buffered peptone water rinses were used in order to estimate of
the quantitative contamination of samples.

The study was carried out in three stages which includes solid and broth medium assessment for
qualitative methods and solid medium assessment for qualitative methods according to the internal
procedures and the Polish Standard PN-ISO 10272:2002. It has been showed that Bolton broth produced
the best results but was statistically similar to Preston media (100% and 94%, respectively). However, in
case of non-selective Brucella bullion, much lower level was gained (47%). Additionally, it has been also
found that with using mCCDA agar detection was 100% while for Karmali agar 94%. Furthermore,
mCCDA medium gave higher amount of Campylobacter spp. from washed carcass samples in comparison
with Karmali agar. Lower percentage of positive samples was likely caused by increasing grow of
nonspecific microflora (35% and 23% for Karmali and mCCDA agar, respectively). It should be point out
that the best results were obtained by using Bolton selective enrichment broth and mCCDA selective agar.

Key words: Campylobacter, nCCDA agar, Karmali agar, Preston broth, Bolton broth, poultry meat



