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W ostatnich latach w wielu krajach obserwuje siê
spadek przypadków zatruæ pokarmowych wywo³anych
przez pa³eczki Salmonella, a wiele ognisk choroby mia³o
zwi¹zek z produktami drobiowymi (2, 6). Drób rze�ny
i jaja uwa¿ane s¹ obecnie za g³ówny rezerwuar tych
bakterii (1, 9, 20, 21). Zapobieganie zaka¿eniom pa-
³eczkami Salmonella i zwalczanie salmonelloz w�ród
drobiu jest niezwykle trudne i na razie nie w pe³ni sku-
teczne. Wynika to z obecno�ci tych bakterii zarówno
w�ród ptaków, jak i na wszystkich etapach produkcji
w zak³adach drobiarskich (16, 17, 22). Pomimo ci¹g³e-
go udoskonalania metod nie udaje siê wyeliminowaæ
pa³eczek Salmonella z tuszek drobiowych. Zwalcza-
nie pa³eczek Salmonella w �rodowisku jest wyzwaniem
dla wszystkich podmiotów zajmuj¹cych siê zarówno
produkcj¹ zwierzêc¹, jak i ¿ywno�ci. Opracowano
i przetestowano wiele metod dotycz¹cych m.in.: ubo-
ju, immunizacji i stosowania substancji antybakteryj-
nych. ̄ adna z nich nie gwarantowa³a pe³nego sukcesu,
ale wszystkie poprawia³y warunki higieniczne i bez-
pieczeñstwo zdrowotne (11, 18, 26).

Liczba chemicznych dodatków stosowanych w prze-
twórstwie ¿ywno�ci jest ograniczona z powodu ich ne-
gatywnego oddzia³ywania na ludzki organizm oraz ze

wzglêdu na trudno�ci z rozpuszczalno�ci¹ i mo¿liwo�-
ci¹ bezpo�redniego zastosowania. Poza tym proekolo-
giczny styl ¿ycia konsumentów zmusza do stosowania
w technologii ¿ywno�ci jedynie takich �rodków che-
micznych, które wystêpuj¹ w przyrodzie. W�ród prefe-
rowanych dodatków niszcz¹cych florê bakteryjn¹ na
tuszkach znaczn¹ grupê stanowi¹ kwasy organiczne i ich
sole, które powszechnie uwa¿ane s¹ za bezpieczne (13,
19, 23). Nale¿y do niej równie¿ kwas cytrynowy do-
puszczony do stosowania w przemy�le spo¿ywczym
(24). Badania dotycz¹ce unieszkodliwiania pa³eczek
Salmonella by³y prowadzane przy u¿yciu wielu metod,
z u¿yciem ró¿norodnych zwi¹zków chemicznych m.in.:
kwasów organicznych (7), chlorku heksadecylopiry-
dyniowego (3), ortofosforanu sodu (4, 7), wody utle-
nionej i dwuwêglanu sodu (10). Nie wszystkie z tych
metod okaza³y siê skuteczne. �rodek okre�la siê jako
skuteczny, je�li pod jego wp³ywem nastêpuje redukcja
okre�lonych drobnoustrojów o 2 log (14).

Pomimo wielu prób podejmowanych w celu unik-
niêcia zaka¿eñ wtórnych pa³eczkami rodzaju Salmonella
na linii ubojowej i w trakcie produkcji ci¹gle poszuku-
je siê skutecznych metod unieszkodliwiania tych bak-
terii.
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Summary
The aim of this study was to determine the influence on Salmonella of different citric acid concentrations in

microbiological media and on turkey carcass elements. The average bacteria counts in the control samples
without citric acid were: 1.8 × 108 cfu/ml, 1.1 × 108 cfu/ml and 2.0 × 108 cfu/ml, for S. Enteritidis, S. Anatum
and S. Typhimurium, respectively. Citric acid at a 0.1 concentration in an agar media base completely
inhibited the growth of all the Salmonella spp. that were studied. The results obtained after immersing turkey
carcass elements in citric acid clearly indicated that detecting salmonella spp. in the samples was dependent
on the inoculum of these bacteria on the poultry carcass surface. When contaminating 10 cfu/ml of Salmonella
spp. on the surface of a turkey carcass element and immersing it in water solutions of 1% and 2% citric acid
for 15 minutes, no Salmonella spp. were found. After contaminating 102 cfu/ml of Salmonella Enteritidis on
the surface of a turkey carcass section and immersing it in a water solution of 1% and 2% citric acid the
number of samples in which Salmonella spp. were found decreased in comparison with the number of control
samples. After contaminating 103 cfu/ml of the surface of the turkey carcass and immersing it in 1% and 2%
citric acid no effect on Salmonella spp. delectability was found.
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Celem badañ by³o okre�lenie wp³ywu wybranych stê-
¿eñ kwasu cytrynowego na prze¿ywalno�æ pa³eczek
Salmonella w pod³o¿ach mikrobiologicznych i na ele-
mentach tuszek drobiowych.

Materia³ i metody
Wykrywanie pa³eczek Salmonella w pod³o¿ach mikro-

biologicznych. Ustalono nastêpuj¹ce stê¿enia: 0,01%,
0,02%, 0,03%, 0,05%, 0,1%, 0,25%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%
kwasu cytrynowego w agarze od¿ywczym. Salmonella Ente-
ritidis nr 33/66, Salmonella Anatum nr 30/93, Salmonella
Typhimurium nr 227/84 otrzymano z Muzeum Szczepów
Bakteryjnych Instytutu Weterynarii w Pu³awach. Kwas cy-
trynowy wyja³awiano przy u¿yciu filtra Millipor (Millex
9P, 022µ, Bedford), a nastêpnie dodawano go w odpowied-
nich ilo�ciach do gor¹cego pod³o¿a o temperaturze 50°C.

Badane szczepy wsiewano do 9 ml bulionu od¿ywczego
i po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C uzys-
kiwano hodowlê wyj�ciow¹ do dalszych badañ. Pó�niej
wykonywano z tej hodowli dziesiêciokrotne rozcieñczenia
i ka¿dy szczep z ka¿dego rozcieñczenia wysiewano na agar
od¿ywczy bez substancji chemicznych (kontrola) oraz na
agar od¿ywczy z dodatkiem ró¿nych ilo�ci kwasu cytryno-
wego. Stosowano posiew powierzchniowy. P³ytki inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Badania
dla ka¿dego szczepu powtórzono dziesiêciokrotnie i obli-
czono �rednie ze wszystkich badañ.

Wykrywanie pa³eczek Salmonella w tkance miê�niowej.
Badania przeprowadzono na 150 próbkach tkanki miê�nio-
wej z piersi indyczych zakupionych w zak³adach drobiar-
skich. W badaniach wstêpnych przeprowadzonych na 20
próbkach nie stwierdzono pa³eczek Salmonella. Tkankê
miê�niow¹ przetrzymywano w temperaturze 4°C, a nastêp-
nie przygotowano z niej 25 g próbki do dalszych badañ.

Do zaka¿enia próbek u¿yto szczepu Salmonella Enteri-
tidis nr 33/66. Szczep ten najpierw wsiewano do bulionu
od¿ywczego i inkubowano w temperaturze 37°C przez 24
godziny, a nastêpnie na ka¿d¹ próbkê nanoszono po 0,05 ml
24-godzinnej hodowli bulionowej S. Enteritidis rozcieñ-
czonej od 10�4 do 10�8. Okre�lano wyj�ciowe inoculum za-
wieraj¹ce 104-101 jtk. próbek kontrolnych w ka¿dej serii
badañ. Zawiesinê bakteryjn¹ rozprowadzano delikatnie,
specjaln¹, szerok¹ ez¹, mo¿liwie na jak najwiêkszej po-
wierzchni próbki. Po naniesieniu bakterii wszystkie próbki
przetrzymywano przez 20 minut w lodówce w temperatu-
rze 4°C, w celu ca³kowitego wysuszenia zawiesiny. Na-
stêpnie ka¿d¹ próbkê przenoszono do ja³owych zlewek
z 250 ml roztworu 1% i 2% kwasu cytrynowego na okres
15 minut. Po 15 minutach dzia³ania roztworów kwasu cy-
trynowego ka¿d¹ próbkê przenoszono do ja³owej zlewki
i zalewano 225 ml 1% zbuforowanej wody peptonowej
(ZWP; pH 7,2), po czym inkubowano w temperaturze 37°C
przez 20 godzin. Po tym czasie przesiewano po 0,1 ml do
pod³o¿a Rappaport-Vasiliadisa (RV, CM 669, Oxoid) oraz
po 1 ml do pod³o¿a seleninowo-cystynowego (SC, 0687-
-17-11, Disco Laboratories Detroit MI, USA). Pod³o¿a te
inkubowano w temperaturze 43°C przez 24 godziny, a na-
stêpnie wykonano posiewy ez¹ na agar z zieleni¹ brylanto-
w¹ i czerwieni¹ fenolow¹ (BGA, CM 329, Oxoid) oraz agar
bizmutawo-siarczynowy (BSA, 00 73-01-1, Disco Labo-

ratories). Pod³o¿a te przetrzymywano w temperaturze 37°C
przez 1 lub 2 doby (BSA). Kolonie typowe lub podejrzane
o przynale¿no�æ do rodzaju Salmonella by³y identyfikowane
biochemicznie i serologicznie. Do okre�lenia charaktery-
stycznych cech biochemicznych pa³eczek Salmonella u¿y-
to testu API 20 E. Kontrolê stanowi³y próbki z piersi indy-
ków zanieczyszczone pa³eczkami Salmonella, które zanu-
rzano w wodzie ja³owej przez 15 minut. Ka¿dy wariant do-
�wiadczenia powtórzono dziesiêciokrotnie.

Wykrywanie pa³eczek Salmonella w tkance miê�nio-
wej podczas sk³adowania. Badania przeprowadzono na
próbkach pobranych z 96 piersi indyczych zakupionych
w zak³adach drobiarskich. Ka¿d¹ próbkê, wcze�niej zwa-
¿on¹ i oznakowan¹, dzielono na dwie czê�ci. Jedna czê�æ
by³a sprawdzana na obecno�æ pa³eczek Salmonella, a dru-
ga by³a zanieczyszczana pa³eczkami Salmonella. Do ba-
dañ u¿yto szczepu S. Enteritidis nr 33/66. Powy¿szy szczep
wsiewano do bulionu od¿ywczego i inkubowano w tempe-
raturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji 10 ml bulionu
przesiewano do 4 l p³ynu do rozcieñczeñ, w którym zanu-
rzano próbki piersi indyczych. Po 5 minutach próbki wyj-
mowano, os¹czano przez 2 minuty, uk³adano na specjalnie
przygotowanych ja³owych tacach i przetrzymywano w lo-
dówce w temperaturze 4°C przez 20 minut. Okre�lano
wyj�ciowe zaka¿enie próbek kontrolnych w ka¿dej serii
badañ. Nastêpnie próbki przenoszono do ja³owych zlewek
z 250 ml 1% i 2% kwasu cytrynowego roztworu na okres
15 minut.

Kontrolê do�wiadczenia stanowi³y próbki piersi zanie-
czyszczone pa³eczkami Salmonella i zanurzone w wodzie
ja³owej przez 15 minut. Okre�lano wyj�ciowe inoculum
próbek kontrolnych w ka¿dej serii badañ. Wymazy pobie-
rano z zewnêtrznej i wewnêtrznej powierzchni piersi indy-
czej przy u¿yciu ja³owych tamponów i szablonów. Do ka¿-
dej powierzchni przyk³adano ja³owy szablon ze stali nie-
rdzewnej o powierzchni okienka wynosz¹cej 25 cm2. Po-
bierano dwa wymazy � jeden z powierzchni zewnêtrznej,
drugi z powierzchni wewnêtrznej � ³¹cznie z powierzchni
50 cm2. Tampony z wymazami umieszczano w kolbkach
z pere³kami w 50 ml p³ynu do rozcieñczeñ i energicznie
wstrz¹sano przez dwie minuty. W ten sposób otrzymano
rozcieñczenie, w którym 1 ml p³ynu odpowiada³ 1 cm2 ba-
danej powierzchni. Nastêpnie z tego p³ynu sporz¹dzano
10-krotne rozcieñczenia i okre�lano zanieczyszczenie pa-
³eczkami Salmonella metod¹ najbardziej prawdopodobnej
liczby (NPL). W tym celu z zawiesiny wyj�ciowej oraz jej
kolejnych 10-krotnych rozcieñczeñ wysiewano po 1 ml do
trzech równoleg³ych probówek ze zbuforowan¹ wod¹ pep-
tonow¹ (ZWP), któr¹ inkubowano w 37°C przez 20 go-
dzin. Dalej postêpowano zgodnie z ogólnie przyjêtymi za-
sadami wykrywania pa³eczek Salmonella. Z tabel wed³ug
Hopkinsa odczytywano najbardziej prawdopodobn¹ licz-
bê pa³eczek Salmonella (12). Ka¿d¹ pier� indycz¹ badano
w kierunku ilo�ciowego oznaczania pa³eczek Salmonella
bezpo�rednio po zanieczyszczeniu oraz po 2, 4, 6 dniach
przetrzymywania w lodówce w temperaturze 4°C. Ka¿dy
wariant do�wiadczenia powtórzono sze�ciokrotnie.

Analiza statystyczna. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie opieraj¹c siê na warto�ciach logarytmowa-
nych. Zale¿no�æ liczby pa³eczek Salmonella od dodatku
kwasu cytrynowego oraz liczby bakterii od czasu przecho-
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wywania szacowano wykorzystuj¹c korelacjê liniow¹ i krzy-
woliniow¹. Do weryfikacji stawianych hipotez (o braku za-
le¿no�ci) zastosowano statystyczny test F (Fishera) oraz
przyjêto poziom istotno�ci á = 0,05. W tabelach podano
wspó³czynniki korelacji oraz odpowiadaj¹ce im poziomy
istotno�ci (p), uzyskane w testach przeprowadzanych za
pomoc¹ programu komputerowego Statistica PL6. Je¿eli
p £ á, wtedy odrzucano hipotezê o braku zale¿no�ci cech.

Wyniki i omówienie
Uzyskane wyniki badañ przedstawiono w tab. 1-3.
Wp³yw kwasu cytrynowego na pa³eczki Salmonella

w pod³o¿ach mikrobiologicznych przedstawiono w tab. 1.
Kwas cytrynowy pocz¹wszy od stê¿enia 0,1% w pod-
³o¿u agarowym ca³kowicie hamuje wzrost wszystkich
badanych szczepów Salmonella. Przy stê¿eniu 0,05%
liczba bakterii w porównaniu z kontrol¹ zmniejszy³a
siê o 1,2 log w przypadku S. anatum, a o 0,65 log w przy-
padku S. Enteritidis i 0,44 log w przypadku S. Typhi-
murium. Wymienione bakterie ros³y jednak w obecno�-
ci 0,02% i 0,01% kwasu cytrynowego, i kilkakrotnie
przewy¿sza³y poziom zanieczyszczenia w próbce kon-
trolnej. Dla wszystkich serotypów obserwuje siê ten-
dencjê spadkow¹ wyników � ujemne wspó³czynniki r,
ale zale¿no�æ liniowa jest istotna tylko w przypadku
S. Enteritidis (p = 0,036). Tendencje krzywoliniowe
zosta³y udowodnione dla serotypów: S. Anatum (p =
0,003) i S. Tyhimurium (p = 0,019 ). Na podstawie prze-
prowadzonej analizy statystycznej mo¿na wnioskowaæ
o ró¿nych tendencjach wzrostu pa³eczek Salmonella na
badanych pod³o¿ach (tab. 1).

Wp³yw kwasu cytrynowego na Salmonella Enteri-
tidis na elementach tuszek indyczych przedstawiono
w tab. 2. Analizuj¹c wyniki badañ uzyskane po zanu-
rzeniu elementów tuszek indyczych
w kwasie cytrynowym ³atwo zauwa-
¿yæ, ¿e wykrycie pa³eczek Salmonella
w próbkach zale¿y od inoculum za-
wieraj¹cego 104-101 jtk tych bakterii
na powierzchni tuszki drobiowej. Przy
zanieczyszczeniu 10 jtk pa³eczek Sal-
monella na powierzchni elementu
tuszki indyczej i zanurzeniu jej na 15
minut w wodnym roztworze 1% i 2%
kwasu cytrynowego nie stwierdzono
pa³eczek Salmonella. Przy zanieczysz-
czeniu 102 jtk pa³eczek Salmonella

Enteritidis na powierzchni czê�ci tuszki indyczej i za-
nurzeniu jej na 15 minut w wodnych roztworach 1%
i 2% kwasu cytrynowego stwierdzono zmniejszanie siê
liczby próbek, w których wykryto pa³eczki Salmonella
w stosunku do liczby próbek kontrolnych. Przy zanie-
czyszczeniu 103 jtk na powierzchni elementu tuszki in-
dyczej nie stwierdzono wp³ywu 1% i 2% roztworu
kwasu cytrynowego na wykrywalno�æ pa³eczek Salmo-
nella.

Wp³yw kwasu cytrynowego na Salmonella Enteriti-
dis na elementach tuszek indyczych po sk³adowaniu
przedstawiono w tab. 3. �rednie wyj�ciowe zanieczysz-
czenie pa³eczkami Salmonella elementów tuszek indy-
czych stanowi¹cych kontrolê wynosi³o 2,4 × 103 jtk.
Po zanurzeniu w wodzie próbek piersi zanieczyszczo-
nych pa³eczkami Salmonella � które badano bez odka-
¿ania � stwierdzono �rednio 4,3 × 102 jtk pa³eczek Sal-
monella. Bezpo�rednio po zastosowaniu roztworu 2%
kwasu cytrynowego stwierdzono zmniejszenie liczby
pa³eczek Salmonella o 0,66 log w stosunku do elemen-
tów zanurzanych w wodzie oraz o 1,4 log w stosunku
do elementów kontrolnych. W 6. dniu przechowywa-
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Tab. 1. Wzrost pa³eczek Salmonella na pod³o¿u agarowym z dodatkiem kwasu cytrynowego (n = 10; jtk/ml)

Obja�nienia: r � wspó³czynnik korelacji liniowej; R � wspó³czynnik korelacji krzywoliniowej (wielomian 2. stopnia); p � poziom
istotno�ci

Tab. 2. Liczba próbek z elementów tuszek indyczych, podda-
nych dzia³aniu roztworu kwasu cytrynowego, na których
stwierdzono pa³eczki S. Enteritidis (n = 10: liczba wyników
dodatnich)
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Tab. 3. Wp³yw kwasu cytrynowego na liczbê (NPL) S. Enteritidis na elementach
tuszek indyczych przechowywanych w temperaturze 4°C (n = 6)

Obja�nienia: r � wspó³czynnik korelacji liniowej; p � poziom istotno�ci
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nia próbek filetów indyczych liczba pa³eczek Salmo-
nella zmniejszy³a siê we wszystkich do�wiadczalnych
uk³adach modelowych, odpowiednio, o 0,41 log w przy-
padku elementów kontrolnych, o 1 log w przypadku
elementów zanurzonych w wodzie, o 2 log w przypad-
ku elementów zanurzonych w 1% kwasie cytrynowym
i o 1,6 log w przypadku elementów zanurzonych w 2%
kwasie cytrynowym. Przeprowadzona weryfikacja sta-
tystyczna postawionych hipotez pokaza³a, ¿e zale¿no�æ
ta nie jest istotna w grupie kontrolnej (p = 0,449). Dla
grupy tej obserwowano wy¿sze ni¿ u pozosta³ych grup
warto�ci liczby bakterii. Dla pozosta³ych substancji ko-
relacje okaza³y siê istotne.

Dotychczasowe badania (25) nad eliminowaniem
pa³eczek Salmonella pod wp³ywem czynników che-
micznych na tuszkach drobiowych mia³y na celu
w pierwszym etapie zlikwidowanie mikroflory towa-
rzysz¹cej, np. poprzez promieniowanie ultrafioletowe,
a dopiero nastêpnie zanieczyszczenie ich pa³eczkami
Salmonella. Dziêki temu mo¿liwe by³o w dalszym eta-
pie stosowanie nieselektywnych po¿ywek, które pozwa-
la³y na wykrycie uszkodzonych pa³eczek Salmonella
pod wp³ywem substancji chemicznych (5). Wszystkie
przytoczone badania wskazuj¹, ¿e stosowany w nich
uk³ad do�wiadczalny daleko odbiega³ od rzeczywistych
sposobów naturalnego zanieczyszczania tuszek pa³ecz-
kami Salmonella oraz warunków ich przechowywania.
W badaniach w³asnych okre�lono wp³yw 1% i 2% kwa-
su cytrynowego na pa³eczki Salmonella w warunkach
najbardziej zbli¿onych do naturalnych, czyli na tusz-
kach drobiowych pochodz¹cych bezpo�rednio z zak³a-
dów drobiarskich, nie poddawanych w laboratorium
jakimkolwiek procesom zmierzaj¹cym do zlikwidowa-
nia mikroflory towarzysz¹cej.

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, ¿e
hamuj¹cy wp³yw kwasu cytrynowego na pa³eczki Sal-
monella w pod³o¿ach bakteryjnych mo¿e mieæ równie¿
miejsce na tuszkach drobiowych. W dostêpnym pi�-
miennictwie brak jest szczegó³owych wiadomo�ci
o wp³ywie kwasu cytrynowego na liczbê pa³eczek Sal-
monella na tuszkach indyczych. Z danych, jakie uzys-
kano z badañ w³asnych wynika, ¿e skuteczno�æ prze-
ciwbakteryjnego dzia³ania kwasu cytrynowego jest zró¿-
nicowana i zale¿y od wyj�ciowej liczby pa³eczek Sal-
monella na tuszkach indyczych oraz stê¿enia u¿ytego
kwasu.

Mechanizm dzia³ania unieszkodliwiaj¹cego kwasu
cytrynowego na pa³eczeki Salmonella zwi¹zany jest
z obecno�ci¹ zdysocjowanych cz¹stek oraz z niskim pH
(5). Dane pi�miennictwa (7, 8) wskazuj¹, ¿e im wy¿sze
jest stê¿enie kwasów organicznych, tym wiêksza jest
ich efektywno�æ na pa³eczki Salmonella. W przypadku
wysokiego stê¿enia kwasów w roztworach unieszko-
dliwiaj¹cych pojawiaj¹ siê w tuszkach zmiany organo-
leptyczne (15). Tamblyn i Conner (25) zaobserwowali
zmiany, takie jak blado�æ skóry oraz nieprzyjemny za-
pach przy stê¿eniu testowanych kwasów równym b¹d�
wiêkszym ni¿ 2%.

Z przeprowadzonych badañ wynika, ¿e istnieje mo¿-
liwo�æ redukcji liczby pa³eczek Salmonella na tuszkach
drobiowych poprzez naniesienie na ich powierzchniê
przynajmniej 1% roztworu kwasu cytrynowego.
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