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ad b) Wylane rra płytkę podłoże ma ogra-
niczoną (stałą) pojemność metaboliczną, w
związku z czym wraz z rosnącą gęstością wy-
siewu (D) maleje średnia objętość kolonii (V)
w takim stopniu, że:

D,VNconstans
Powoduje to, że w miarę malejących od-

iegłości kolonie wgłębne (a tych jest znako-
mita większość) karłowacieją bez tendencji do
zlewania się. Nawet stykające się ze sobą
kolonie wgłębne zachowują wyraźną odręb-
ność budowy przestrzennej.

ad c) Jeśli nawet w badanym produkcie
trafią się odmiany antagonistyczne, to ich
wzajemne oddziaływanie hamujące musi się w
tych warunkach uwidocznić znacznie wyraź-
niej niz w posiewie, w którym (wskutek roz-
cieńczenia w stałym podłozu) rosną między
nimi odległości, a maleje dyfuzja i stężenie
substancji hamujących. Tak więc w warun-
kach nawet gęstego posiewu mają one poten-
cjalnie większe szanse rozwoju w mikroko-
lonie, niż w naturalnych warunkach ekolo-
gicznych badanego produktu.

Szczegółowe rozwijanie i eksperymentalne
poparcie tych tez wykracza poza ramy niniej-
szego artykułu.

wieloletnie doświadczenia i liczne badania
porównawcze potwierdziły walory opisywanej
metody, która dokładnością i precyzją nie
ustępuje metodom ilościowym uznanym za
klasyczrre i,wz,o,rc,owe.

Wyniki tych badań przedstawione zostaną
w następnej pubiikacji.

autora; dr celestyn Szczucki, Łódż, ul, Inżynier-
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szczucki c. - The new paper methoil of microbiolo-
gical quantitative investigations of meat and meat
products.

The author ,describes he quick routine me,thod
worked out by himself arrd tested in practice. It
lies irrr, quantitative collecting of, meat juice with
the help of standard filter papers and their homo-
genization ju,st on a liqu,idized agar .medium with
the use of rotating magneltic field.

The way o,f preparing filters, making inocula-
tions and counting richly inoculated dishes is also
des,cribed.

Szczucki C. - Neue Fliesspapier mikrobiologische
Methode zu quantitativen lJntersuchungen von
Fleisch und Fleischprodukte.

Verfasser beschreibt eine von selbst ausgearbeitete
und praktisch gepriifte rasche rutinierte Methode.
Dieselbe besteht in quantitativer Entnahme vom
Fleischsaft mittels standarisierter Fliesspapierdrżin-
róhrchen und derer unmittelbarer Homogenisierung
auf fliissiger Agarunterlage mit Hilfe eines rotieren-
den magnetischen Feldes. Es wird die Art der Vorbe-
reitung von DrAnróhrchen, Au,sfiihrung der Aussat
und ZAhlung der dicht ausgesAten Schalen angegeben,
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Badania nad meiodami wyosabniania Clostridium,
l. Ocena przydalności in hibilorow w podłozach wy biorczych
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Beztlenonve warunki hodowli nie eliminują
dostatecznie rozwoju tołwarzyszącej beztle-
nowcorn flory tlenowcowej. W związku z tyrn,
zastosowanie podłoży wyb(iónczych często jest
warunfl<iem wyosobnierrria Clostridi. Dotych-
czas stosowano takie inhibitory jak azydel<
sodu, fi,olet krystalic,zrry, kwas sorbirrowy oraz
antybiiotyki, Azydek sodu działający jako in-
hibitor oksydnzy cytochrornorwej, zastosow,any
v6tał do podłoży wybiór,czych dla beztlenow-
ców przez Johans,sorla (10), potern Prćvot i
Thouven,ot (1B), Forget i Fredette (6) oraz
Szynkiewicza (23) w dawkach 100-500
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mcg/ml w stałych oraz 2000 mcg/ml w podło-
żach płynnych. Jednak bradania przeprowa-
dzone przez Molslsela i wsp,. (15) onaz Gibbs i
Freame (B) ustaliły zbyt małą selektywnośó
a,zydku sodu.

Fiolet krystaliczny (1,3-5 mcg/m] podłoża
stałeg,o) zap,roponowany m.in. przez Maki i
Piokar,<ia (14), Elendena i Merilana (2), Szyn-
kiewicza (22, 23) w doświadczeniach Gibbsa
i Freame (7) okazał się mało przyd_atny. Mało
aktywny jest wg Mossela i wsp. (15) oraz Gib-
bsla i Freame (B) również kwas sorbinowy,
(stos,owany przez Emarda i Vaughna (5),
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Yorka i Vaughna (27) oraz Wetzlera i wsp.
(24)).

Ostatnio co|raz szerzej stoso,wane są ,w cha-
rakteTze inhibitorółv lantybiotyki. Angelotti i
wslp. (1) zasto,srowta,li dodatko,wo w podłożu
Wilson-Blaira w,charakterze inhibitorów siar-

trżdzum są hamowan,e p,rzez wcho,dzący Nv

skład podłoża Wilson-Bl,aira siarczan so,dowy,
Zahamo,wanie wzrostu laseczek rzekornowąg-
likowych uzyskał Wiilis (25) wprowadzając
siaroza,n stre,ptornycyny (1000 rncg/ml) do bu-
]ionu. W podłożach stałych antybiotyk ten nie
był stosowany. Na specjLą]6ą uwagę zasługuje
jako czynnik selektyrvny siarczan neormycyny,
z,alecany do,tąd głównie dla izolacji szczepów
z grupy Cl,. perJrżngens (4,9, 13, 20). Lolvbury
i Lilly (13) sądzą jednak, że już przy stęzeniu
neomycynv 100 rncg/ml może ona harn,owaó
część szczelpów Cl, perJrżngens typów B, C,
D i E, a zatem nadawać się tylko do wyosab-
nia,rria szczepów typu A, Nato,miast b,a,dania
Wiilisa i Horbbs (26) nie wyk,azały różnic we
wrażliwości nra ne,omycynę w stężeniu 250
mcg/rnl u szczepó,w Cl.. perJrżngens A, B, C,
D i E. Wyniki ich doświadczeń, jak również
Cygana (4) sugerują przydatnrość tego antybio-
tyku do wyosabrniani,a także szczepo,w z innycir
gatunków C!,ostrżdżum. Wybitnie pozytywnic
oce,niają neornycynę (250 mcg/ml w podłożu
Zeisslera), ,w odniesieniu do Cl. perfringe,ns
Horodniceanu i Sasarrnan (9).

Celem badań własnych, była ocena na więk-
szej ilości szczepów tlenowców i beztlenow,cółv
właściwoś,ci selektywnych różny,ch irrhibitorów
oraz ,określenie ich optyrnalnych stęzeń w sta-
łych i płynnych podłożach wybiórczych, przez-
naczornych do wyosahniania Clostrżdżum.

Materiał i metody
Podłoża: Użyto podłoże Zeisslera (39o a§ar odżyw-

czy, Iok glikozy, 157o krwi owczej), buli,on Wrzoska-
-Tarozzi (pH 8,0 - gJ.ikoza 70/o) oraz ,bu].ion zwykły
z I0/o glikozy (pH 7,6). Roztwory inhibitorów przyło-
towywano w bulionie z g\ikozą.
Inhibitorg. Przebadano: azydek sodu (E.-ch. Ząblr.o-
wice); fiolet krystaliczny (,,Bayer"); siarczan neomy-
cyny i zasadę streptomycyny (,,POLFA"); siarczan
polimyksyny B (,,Pfizer"); sóI s,odową sulfametazyny
(Starogardzkie Z.E,) oIaz sól ,sodową sulfatiazolu
(Biowet, Gorzów).
Szczepy: Beztlenowce: Cl,. pertringens A 497 i 267
B 270, C 234 i 367, D 210 i 368, E. 236; Cl". oedentatźens

^ 
292, 426, 4B3, 630, i 650; CI. septźcum 205, 631 i

632,, CL. botul,inum A 1161, B 194 i 366, C Nerz, E 1105;
Cl. sordelli 277,536 i 567: Cl, bźfermentans I49 i 42a;
C1.. hżstolytżcum 1lg i 646:; CL. tetani. CN 655: CL. le-
serż 9l3 i CL. sporogenes 477 (z PZH w Warszawie
Iub Katedry Mikrobiologii Wet. WSR w Lublinie).
Tleno;wce: E, coli OB, O71, 0139 i 431, Proteus OX 19 i
Proteus sp., S. enteritidźs Gdrtner i S. gall,inarum,
Corpnebact, equż, Aerobacter aerogenes, Bacź\,l,us me-
gatherium, B. mycoźdes, B. circulans, B. subtil,is 833,

B79 i 880, B. cereus 879, Streptocaccus faecalźs, ,Sćr.
"p"lJogenes i 3 Streptococc?l,s sp., Staphy!,ococcus a1'Lreus
209 P, Staph. epi,dermźdi,s, Pseudomonas paocaaneum,
i Listeria monocgtogenes (z Katedry iałIikrobiologii
Wet. WSR rv Lublinie).
Warunki, beztlenouse ltzyskiwano rnetodą Pes iego
(17) w modyfikacji własnej (na 1 płytkę Petri 1,5-2,0
g pyrogallolu i 0,5-1,0 g węgla.nu sodu). Czas irrku-
bacji hodo,rł,łi na podłożu Zeisslera dla tlerrowcórv -24 gadz., dla beztlenowców - 48 gadz. a -w podło-
żach płynnych dla wszystkich - 24 eodz. Za dowód
działania inhibitora przyjęto: brak wzrostu, lub
zimł:riej,szoną ilość i wielkość kolonii w podłożu sta-
łym oraz brak zmętnienia i gazu w podłożu płynlrrym.

Wyniki i omówienie
Pożyu,lkź stołe. Okre,ślono minirn]alnie stęże-

nia inhibitorów harnujących rozwój ,bakterii
tlenowych - HST (tab, 1) oraz mtaksymalne
dopuszczalne stęzenialnie zatrzyrnujące wzr,o-
stu Clostrżdźum - DSC (tab, 2).
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Najlepsze właś,ciwości selektywne stwier-
dzono u neolny,cvny. W daw,ce 125 mcg/ml ha-
mowała ona wzrost wszystkich bakterii tle-
nowych (prócz Str. faecalżs, który wykazał za-
hamowanie dop,iero p,rzy 250 rnc§/ml), nie za-
trz7rnując j ednocześnie wzrostu wszystkich zb,a :
danych Clostrldźum opracz jednego na dwa
badane szczepy Cl, hżstolEti,cum i jednego Cl.
spoTogenes. Dawka 250 mcglml zalecana przez
Willisa i Hobbs (26) oraz Honodniceanu i Sa-
sarmana (9) ha wała juz wzro,st dośó duzej
ilości sz,czepów Clostrźdżum sp., 8 mianowicie
10 na 29 zbadanych (w tym Cl, perfrźngens

J87
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IlB Cl. septżcum 2l'3 Cl. oedematiens 2/5 itd.).
Nie po,twierdzono sp,o,strzeżeń L,owburego i
Lilly (13) co do hamowania sz,czepó,w Cl
perJringens B, C, D i E przy stężeniu 100
mcg/m1.

Dla streptorrry,c;my DSC dla większości
szczepgw wyniosły ok. 50 mcg/ml, a dla po-
limyksyny B ok. 200 mcg/rnl. Niestety, dawki
te nie hamowały wzro,stu szeregu tleno,wcółv
z radzajów Staphgloccocus, Streptococcus, Pro-
teus, Bacżllus i PseudomonO.s. Z tego pcwodu
przydatność tych inhibit,orów jest znaczńe
mniejsza,niż neo,mycyny. Ponadto użyteczność
polimyksyny B dodatkowo ogranicza brak
produkcji tego antybiotyku w knaju,

Najmniejszą akt}Ąvność selekt;łvną wyka-
zały sole so,dorwe sulf atiazolu i sulf ametazy-
ny. DSC tych preparatów wy,noszące dla
większości gatunków Clostridium 1000 mcg/ml,
nie harn,owały wzrostu ok. B07o szcz.,pów flo,ry
tlerrowej. Dodatkową ich wadą jest duża
aktywność w stosunk,u do szczep,ów Cl. septi-
cum i Cl. sordellż.

Pozostlałe czyn,rriki sel:ktywne tj. fi,olet kry-
staliczny i azydek sodu nie hamowały wzrostu
wielu tlenowców. uzyskane wlmiki potwier-
dzają obserwacje Blen,dena i Merilana (2) o
duzej wrazliwości lase,czek rzekorn,owągliko-
wych na fiolet krystaliczny oraz Snydera i
Lichsteina (21), Lichstein,a i Snydera (11), Pa-
ckera (16), Lichstei,na i Soule (12) oraz Brilta
i Szynkiewicza (3) o sllnyrn działaniu azydku
soCu na pałeczki gramoujemne. Azyclek sodu
nie harnował wzrostu także wielu ziarniaków,
oo pobwierdza da,ne F,olrget i Fredette (6) oraz
innych. Dla większ,ości szczepów DSC azydku
wyrriosło 100-200 rncg/ml, a fioletu 2-4
mcgl'ml

Podłoża płlynne. LTzyskane minim,alne stę-
żenia hamujące rozwój bakterii tlenowych -(HST) podaje tab. 3, a maksymalne dopu.szczal-
ne stężenia nie zatrzymujące wzrostu Clostrź-
dżum (DSC) tab. 4.

Wynika z nickl, że spośrod zb,adanych inhi-
bitorów, najbardziei skute,czne akazały się
neomycyna i fiolet krysta,liczny. Wysokość
HST neomycyny dla zbadanych szczepów tle-
norwców wynio,sła ponizej l25 mcglrnl, za wy-
jątkiern Str. Jacealźs ź Staph, epżd,ermżdi.s nie
hamowanych nawet w obecności 500 mcg/ml.
Fidlet krystalicmy okazał się dobrym inhibi-
torern wzrostu wszystkich v,czepńw Microcc-
cc1l,s, Streptococcus, Bacżllus otaz częściowo
pałeczek gramoujernnych i Staphglococcus,
Na uwagę zasługuje stwier,dzenie dużej opor-
ności szczepów Clostrżdium. DSC fioletu dla
wszystkich szczepów Clostridźum, za wyjąt-
kiem Cl. botulinum C wyni,osło 25 mcg/ml.
W świetle tych danych, stężenie 4 mcg/ml
propono\Mane przez Blendena i Merilana (2;
dla fioletu wydają się zbyt niskie.

Wartość azydku sodu, jak wynika z tab. 4,
ognanicza duża rozpiętość DSC tego preparatu
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wynosząca 200 do 1000 mcg/,ml. Stężenie to
jest niższe od pr,op,onowa]re,go przez Forget i
Fredette (6), a wynoszą,cego 2000 mcg/mI.
Dużą wadą azydkr,r scdu w podłożach plynnych
jest również rnała akt;,wność w stosunku d.o
pałeczki odmieńca.

HST polimyks5,rry B wyniosło ponad 1000
mcg/ml. W związku z tym, biorąc pod uwagę
konieczność uz;zwania przy hod.owli beztlenow-
ców duzych ilości płynr,r, użycie tego preparatu
byłoby nieekonorniczne, \ło,bec cz:go dalszyckr
b,adań z ńirn nie pro,wadzoino.

Z t,abeli 3 i 4 wynika, że n,ajmniej przydat-
nym spośród zbadanych inhibitorów jest strep-
tomycyna. W koncentra,cjach nie h,amujących
beztlenowców nie hamowała ona także nie-
których szc,zepów rcdziaju Escherżchia, Pseu-
domonas i Salmonella. Spostrzeżenia Wi]Iisa
(25) o dużej skuteczności streptomycyny lv
hamowaniu wzrostu laseczek rzekomowągli-
kowych nte znalazły tu p,otwierdzenia. Nato-
miast osiągnięte wyniki co do wysokości DSC
na cgół są zgodne z rezultatami badań Wij-
lisa (25).

yf,?
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\,Vnioski
1. SpŃród 7 przeb,adanych w podło,zu sta-

ł;łn inhibitorów (neomy,cyna, streptornyc5rn,a,
polimyksyna B, sulfametazyna, sulfatiazol,
azydek so,du ,oraz ficilet krystaliczny) najbar-
dziej s:Iektywnyrn okazała się neomycyna.
W stężeniu I25 mcglml stałego po,dłoża zaIta-
rnowała ona wzrost wszystkich użytych bak-
terii tlenowych, za wyjątkie m Str. f aeca-
lis. Da,wka ta nie h,armolwała wzrostu ,ń/szys-
tkich użytych szczepów Clostridium z.a wy-
jątkiem I szczepu CI. hżstolytżcum i Cl, spo-
rogenes,

Przydahrość polirnyksyny B i streptomycy-
nv ogra,nicza brak h,amowania wzro,stu szeregu
często sp,otykanych w materiale tlenowców.
w jeszlcze w,iększyrn stopniu od,nosi się t,o do
suIfamidów.

DIa oceny p,rzydatlaości fioletu krystalicz-
nego stosowanego Łącznie z azydkiem s;odu
konieczne są dalsze ba,dania.

2. Na podłozach płyn,nych spośród 4 prze-
badanych inhibitorów (neornycył-la, strópto-
mycyna, fiolet l<rystaliczny)
na jlepsze znowu neorn).icyna.
W stęzen antybi.otyk ten nie
hamował óv,r Clostrżdżum, za
wyjątkiern Clostridźum botulinum C, a jedno-
cześnie urniemozliwiał,wzrost wszystkich uży-
tych tlenowców, prócz ,Str. faecalis i Staph,
epźdermidźs,
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.Elcrruel,r6cxz T., Ęr,Irarr 3., Hoeax IO. - llccneAoBa_
l1ufl MeToAoB BblAe.TIeHIlfl IIaJIoqeK Clostridiurn.
I. Oqerrxa s$Qerrnnrłocrn ulłrrróuropoB B ceJfeKTlIB-
Ilblx cpeAax.

tr4cc,ne4on ałr c eJI eKTlBHoe B IIw 5łr'r7e c JIeAyIoil_IIłx rlu-
rlłdrłropos: cynlSaT Heol[rfqlĄ Ha, ocrłosHoż cTpenlo-
l'lu\uH, cyns$ar floJlrlvlĄlr'cwła B, cynr,SaMeTa3IłH lł
cynrSarrłason-rłarprłź, r.rllpwą HaTprlfi T4 Kpr{cTaJIJI-
BIloJIeT. 7lcc.rreAoBagrłfl npoBeJIlI no oTHo[IeHwto l< 27
LrrTaI{MaM aspo6oe (E. coli O8,0?1,0139,431, Proteus
OX19 z Proteus sp , S. entoritidis G:irtner, S. galli-
narum, Corynebacterium equi, Aerobacter aerogenes,
B. megatherium, B. mycoides, B. circulans, B. sub-
tilis, B. cereus, Str. faecalis, Str, pyogenes, Strep-
tococcus sp., Staph. aureus 209P, Staph. epidermidis,
Pseudomonas pyocyaneum, Listeria monocytogenes
lł 31 urravłroa auaspodoa (CI. perfringens A, B, C,
D, E, Cl. oedematiens, Cl. septicum, Cl. botulinum
A, B, C, E, CL sordelli, Cl. bifermentans, Cl. histoly-
ticum, C1. tetani, Cl. feseri, Cl. sporogenes. Vcrarło-
BvIJIw, |1To KaK B nłotrroż TaK ,{ e x<zAxoż cpeAe
caMble JIyI][Irfe pe3yJIE,TaTBI AaeT HeoMrIqI4H. KoH-
I_IeHTpaqrlfl 125 mcg/lur cpeAI)I nJIoTHoił s$Sexułsrro
3aAep)KlBaeT pocT Bcex lccJIeAoBaHHr,rx aspodoe s
I4cKJIToqeHr{elr Str. faecalis He yrueraff B To)Ke BpeMfl
pocTa Bcex alłaspo6rłr,rx IIaJIoIłeK poga Clostridium
3a l{cKJlloqerłzerrt Cl. spologenes T,r oAHoro [ITaMMa
Cl. histolyticum. B >xunł<ofu. cpeAe Jlyqrrllle pe3yJlbTa-
TbI noJIyqIzJIr c 500 mcg/łln HeoM?II]rłHa. 3ra xorłqer,r-
TpaI_IIłfl TopMo3I4T pocT Bcex aspo6oe 3a ,{cKJIIoqe-
Hreu Staph, epidermidis r Str. faecalis, rre geżctnyn
BpeAHo Ha pocT Bcex 

'1ccJIeAoBaHHr,Ix 
urraulłog Clo-

stridium 3a l4cKJllor]errrłełr Cl. botulinum C. }Is oc-
TaJIsHbIx tnłru1vlopos r<raalrSuqrpyeTcff K 4arrrHeż-
urrłr,r npo6ou ToJIbKo KpucTaIIJIuBIlołer (25 mcg/łtl)
HO TOJIF,KO COBMeCTHO C EPYIIlllł!4 nperlapaTaMr{ 3a-
Aep}KrBaTou]lMI{ pocT rpaMoTprIIJaTeJlbHbIx noJIoIłeK.

Jastrzębski T., Cygan Z., Nowak J. - The investi-
gations on the metbods of Clostridium isolation. r. The
evaluation of inhibitors in selective media.

The selective influence was investigated of the
following inhibitors: neolmycine sulphate, streptomy-
cine base, polimyxine B sulphate, sodium salts of
sulphomethazine and sulphatiazoIe, sodium azide,
gentiane violet. The inlzestigations were made in
relation to pure cultures of 27 aerobic bacteria
strains: E. coli 08, O71, 0139 and 431, Pro,teus OX19
and Protetts sp., S, enteritidis Gdrtner, S. gal-
1inarunr, Corynebact, equi, Aerobacter aerogenes,
B. megatherium, B. mycoides. B. circulans, B. subti-
lis (3), B. cereus, Str. faecaiis, Str. pyogenes and
3 Str€ptococcus sp., Staph. aureus 209P, St,aph. eLpi-
dermidis, Pseudomonas pyocyaneum and Listeria mo-
nocytogenes and 31 strains of Clostridium: Cl. per-
fringens A (2), B (l), C (2), D (2) and E (1), Cl, oede-
matiens A (5), Cl. scpticum (3), Cl. botulinum A (1),
B (2), C (1), E (1), Cl. sordelli (3), Cl. bifermentans (2),
Cl, histolyticum (2), Cl. teteni (1), Cl. feseri (1) and
cl. sporogenes (1).

It was shown that both in firm and liquid medium
the best resu]ts were obtained with the use of
neomycine. The 125 mcg/ml dose of firm medium
stops all the aerobic bacteria u,sed except for Str.
faecalis, and at the same time it dose,s not limit the
growth of Clostridium bacilli, except for Cl. sporoge-
nes and 1 strain of Cl. histolyticum. In liquid me-
dium 500 mcg/ml concentration appeared to be the
dose of choice. This dose stops the growth of all
aerobic bacteria except Staph. epidermidis and
Str. faecalis, but in has no negative influence on the
growth of all Clostridium strains used, exep,t f or
Cl. botulinum C. As to the rest of the inhibitors,
gentiane violef rnay be usod for further experim,ents,
but it should be used with the addition cf different
prepa ration stoppirrg the gram-rregative bacteria.
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