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Toksykoinfekcje pokarmowe wywolywane przez odzwierzece paleczki Salmonella stanowia
powazny problem epidemiologiczny w skali §wiatowej. W§réd réznego rodzaju zywnosci bedacej
Zrédlem zatrué i zakazeri pokarmowych ludzi najwazniejsza role w aspekcie salmonelozy odgrywaja
produkty spozywcze pozyskiwane od drobiu, a zwlaszcza jaja. Serowarem obecnie najczgscie]
izolowanym z jaj oraz odpowiedzialnym za wigkszo$¢ zakazeri ludzi jest S. enteritidis (Salmonella
enterica subsp. enterica serowar Enteritidis) (6,9, 16, 18). W Polsce w roku 1997 serowar ten zostat
wyosobniony od 90,2% o0s6b chorych na salmonelozg. Drugie miejsce zajmowat serowar S. ryphimu-
rium (3,0% os6b chorych) (8).

Istotnarola jaj w epidemiologii salmoneloz wiaze si¢ z faktem, ze za ich poSrednictwem nastgpuje
transmisja salmonel ze stad zarodowych i reprodukcyjnych na stada towarowe drobiu, bedace Zrédiem
zywnosci dla ludzi. Mechanizmy, za po$rednictwem ktérych zachodzi przenikanie salmonel do jaj,
nie s3 obecnie w petni wyjasnione. Zewngtrzna powierzchnia skorupy moze ulegac zanieczyszczeniu
tymi bakteriami wskutek zetknigcia si¢ z kalem wydalanym przez zakazone ptaki. Niektére serowary
Salmonella maja zdolno$¢ do penetracji skorupy i wnikania do wnetrza jaja (17). Zakazenie jaj moze
by¢ takze wynikiem transowarialnej transmisji zarazkéw. U zakazonych niosek paleczki Salmonella
moga umiejscawiac si¢ w jajniku, jajowodzie lub na otrzewnej, a stad przenikac do rozwijajacych si¢
Jaj. Taki mechanizm transmisji wykazano w przypadku S. gallinarum-pultorum, atakze S. enteritidis,
S. typhimurium oraz S. heidelberg (13, 15, 20, 21).

*Badania finansowane przez KBN Projekt Nr 4 POSD 040 17.
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Obserwacje prowadzone przez Henzlera iwsp. (9 oraz Humphreya iwsp. (11)w
przebiegu naturalnych infekcji S. enteritidis u kur niosek wskazuja, ze jaja zakazone tym zarazkiem
pojawiaja si¢ okresowo, z wigksza czgstotliwoscia w poczatkowe;j fazie niesnosci stada. Ponadto z
badan tych wynika, Ze odsetek jaj zakazonych nie przekracza zwykle 1%, a liczba komérek salmonel
w takich jajach jest mata (ponizej 10 komérek w zawartosci jednego jaja).

Pierwszoplanowa rola jaj jako Zrédta salmonelozy u czlowieka w duzym stopniu wynika z
nieodpowiednich warunkéw ich przechowywania. Przetrzymywanie zakazonych jaj w temperaturze
pokojowej prowadzi do szybkiego namnazania si¢ pateczek Salmonella, co z kolei umozliwia im
przetrwanie podczas standardowej obrobki termicznej jaj. Humphrey i wsp. (12) wykryli te
bakterie w z6ttku jaj gotowanych przez 8 min. oraz przygotowanych w postaci jaj sadzonych. Wedtug
tych badaczy zachowanie nawet niewielkiej czesci z6ttka w formie ptynnej umozliwia przezycie
salmonel w jajach.

U ptakéw dorostych zakazenia pateczkami Salmonella, z wyjatkiem S. gallinarum-pullorum,
czesto przebiegaja bezobjawowo (20). Wykrywanie infekcji polega na izolacji i identyfikacji zarazka
i/lub badaniu serologicznym wykrywajacym specyficzne przeciwciata. Materialem stuzacym do
takich badai moga by¢ m.in. jaja. Okre$lenie stopnia zakazenia jaj ma zasadnicze znaczenie w
aspekcie epidemiologicznym. Czynnikami przemawiajacymi za celowoscia wykorzystania jaj w
diagnostyce jest réwniez tatwos¢ ich pozyskiwania, a takze brak wywotywania stresu u ptakéw, co
np. ma miejsce przy pobieraniu krwi.

Niniejsze opracowanie przedstawia analiz¢ mikrobiologiczna i serologiczng jaj pozyskanych od
kur niosek do§wiadczalnie zakazonych paleczkami Salmonella.

MATERIAL I METODY

Materiat do badari stanowity jaja zniesione przez 13 kur rasy Isa 215 podczas 8-tygodniowego
okresu do$wiadczenia. Nioski pochodzily z komercyjnego stada reprodukcyjnego w wieku 51
tygodni. Przed rozpoczgciem do$wiadczenia wykonano badania bakteriologiczne katu i jaj oraz
badania serologiczne testem ELISA surowic i z6ttek jaj w celu wykluczenia zakazenia pateczkami
Salmonella. Na czas trwania do§wiadczenia ptaki umieszczono w osobnych klatkach, w pomieszcze-
niach o temp. 21-23°C, w 12-godzinnym cyklu o§wietleniowym, ze swobodnym dostgpem do paszy
i wody.

Do zakazenia kur wykorzystano 2 szczepy Salmonella (S. enteritidis i S. typhimurium) pocho-
dzace z materiatu zgromadzonego w Katedrze Profilaktyki Ogélnej i Choréb Ptakéw AR w Lublinie.
Bakterie namnazano w bulionie odzywczym w temp. 37°C przez 24 godz. Uzyskana hodowle w ilo$ci
10 ml przenoszono do 1 1 bulionu tryptozowo-sojowego i ponownie inkubowano przez 12 godz. Po
inkubacji, hodowl¢ odwirowywano (5000 x g, 30 min. 4°C) i 3-krotnie przemywano jatowym 0,85%
roztworem NaCl. Otrzymang zawiesing bakterii, o ggstosci optycznej odpowiadajacej w przyblizeniu
standardowi 107 CFU/ml wg skali McFarlanda, podano ptakom bezposrednio do wola w dawce
Iml/sztuke. Pig¢ kur zakazono szczepem S. enteritidis, S — S. typhimurium, pozostate 3 nie zostaly
zakazone i stanowity grupg kontrolna.

Z kazdego jaja bezposrednio po zbiorze pobierano wymaz ze skorupy. Nast¢pnie skorup¢
dezynfekowano przez zanurzenie w wodzie o temp. 100°C na 12 sek. W dalszym etapie jajo rozbijano
i umieszczano osobno biatko i z6itko w jatowych naczyniach.

Wykrywanie pateczek Salmonella w wymazach ze skorup oraz jatowo pobranych biatkach i
26ttkach przeprowadzono zgodnie z normg ISO 6579: 1993(E). Badane prébki inkubowano W
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zbuforowanej wodzie peptonowej, a uzyskana hodowlg bakteryjna przesiewano na piynne poditoze
selektywne Rappaporta-Vassiliadisa oraz pozywke z kwasnym seleninem sodowym i cystyna. W
kolejnym etapie hodowle przesiewano na state pozywki selektywne BGA i XLD. Po inkubacji na
ptytkach wyszukiwano kolonie chrakterystyczne dla pateczek Salmonella. W przypadku obecnosci
takich kolonii, z kazdego podtoza wybierano po 5 kolonii i identyfikowano je za pomocg zestawu
API 20E oraz odczynu aglutynacji szkietkowe;j.

Badania serologiczne z6ltek jaj przeprowadzono przy uzyciu zestawu ELISA, w kiérym do
oplaszczenia mikroptytek wykorzystano lipopolisacharyd S. enteritidis. Zoltka przygotowywano do
badari w oparciu o metode B o11en i wsp. (3). Zéttka rozciericzano jalowa woda destylowang w
stosunku 1 : 10, a nastepnie zamrazano w temp. -20°C. Po rozmrozeniu do probek dodawano
chloroform w proporcji 1 : 50, doktadnie mieszano i wirowano (2500 x g, 30 min., temp. 4°C). Do
oznaczeri wykorzystywano supernatant w rozcieficzeniu 1 : 10. Kazde z6ttko nanoszono do dwéch
dotkéw mikroptytki. Wyniki testu odczytywano w czytniku do mikroptytek przy diugosci fali 405 nm.
Zéttko klasyfikowano jako dodatnie, gdy $rednia warto$¢ jego absorbancji (OD) wynosita 20,2, a
$rednia warto$¢ absorbancji kontroli dodatniej byta > 0.4.

OMOWIENIE WYNIKOW

Obserwacje prowadzone nad zakazeniem S. enteritidis i S. typhimurium u kur
niosek wskazuja na brak zaleznosci pomigdzy stopniem zakazenia stada ocenianym
w oparciu o badania mikrobiologiczne narzadéw wewnetrznych, wymazéw z
kloaki oraz prébek pobranych ze Srodowiska utrzymania ptak6w a obecnoscia tych

Tab. 1. Wyniki badan bakteriologicznych jaj pochodzacych od kur doswiadczalnie zakazonych
paleczkami Salmonella
Results of bacteriological investigations of eggs laid by hens experimentally infected with

Salmonella
Tydzien doswiadczenia
T o i oG R flpt e e T s B Y T W laeag
Jaja kur zakazonych S. enteritidis

0/14** | 4/16 4/15 0/18 0/14 0/6 0/8 0/8 0/6

| (0)*** | (25,0) | (26,7) 0 (U] 0) 0 (U] ()
Jaja kur zakazonych S. typhimurium |
0/12** | 9/17 mn7 0/21 017 0/9 0/16 0/6 | ©5 :
LO)*** | (529)4 (41,2) (0) 0 0) 0 (U] (0) l

* _ Tydzien przed zakazeniem, ** - liczba jaj zakazonych / liczba jaj 7badarch. *** — odscick
Jaj zakazonych. _
* _ One week before infection, ** — number of infected eggs, *** — percentage ol .
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Tab. 2. Wystepowanie paleczek Salmonella w poszczeg6lnych elementach jaj zakazonych
The occurrence of Salmonella in the particular elements of infected eggs

Nrkury | Dzien PZ* | Skorupa | Bialko | Zéltko
Kury zakazone S. enteritidis
1 - . E
1E 4 4 - +
7 + + .
8 - + +
2E 3 + - -
10 + - -
JE 8 + +
9 + - H
Kury zakazone S. typhimurium
3 + + +
1T 6 F - -
9 + . 3
12 B g .
) 3 + - -
6 + - B
1 - . -
6 - + +
HE 7 - B K
10 - . .
12 - - -
4 + » "
4T 5 + - +
8 + - o
10 - .
hat 8 - + +

* — Dzien zniesienia jaja, po zakazeniu kury. * Egg-laying day following hen infection.

zarazk6w w jajach. Najbardziej miarodajnym wskazZnikiem okreslajacym zdolnos§¢
stada ptak6w do produkcji jaj zakazonych jest badanie bakteriologiczne jaj (7, 10).
W przeprowadzonych badaniach mikrobiologicznych pateczki Salmonella izo-
lowano z jaj tylko w okresie pierwszych 2 tygodni po do§wiadczalnym zakazeniu
kur (ostatnie zakazone jaja wykryto 12 dnia). Odsetek jaj zakazonych S. enteritidis
w | tygodniu wynosit 25%, a w 2 — 26,7%. S. typhimurium izolowano z 52,9% i
41,2% jaj, odpowiednio w 1 i 2 tygodniu do§wiadczenia (tab. 1). Paleczek Salmo-
nella nie wyosobniono z Zadnego jaja pochodzacego od kur grupy kontrolne;.
Salmonele wykrywano najczesciej na zewnetrznej powierzchni skorupy. Obe-
cno$¢ S. enteritidis wykazano na skorupie 7 sposréd 8 zakazonych jaj, przy czym
w przypadku 4 jaj skorupa byta jedynym Zrédiem izolacji zarazka. S. typhimurium
wykryto na skorupie 14 sposréd 16 zakazonych jaj, a u 9 jaj tylko na skorupie.
Rzadziej pateczki Salmonella izolowano z zawartosci jaj, przy czym czgstosS¢
izolacji z z6itka byla wigksza niz z biatka. ObecnoS¢ S. enteritidis wykryto w 4
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z6ttkach oraz 2 biatkach, natomiast S. ryphimurium izolowano z 6 zéttek 1 5 bialek
(tab. 2).

Z badan do$wiadczalnych innych autoréw wynika, ze cz¢stosS¢ izolacji S. enteritidis
z jaj ksztaltuje si¢ na niskim poziomie (0,6-0,7%) lub jest stosunkowo duza, ale —
podobnie jak zaobserwowano w badaniach wiasnych — tylko przez krétki okres po
zakazeniu kur (1, 10). M e thner iwsp. (14) izolowali S. enteritidis z jaj do 4
tygodnia, przy czym Zrédlem izolacji byly przede wszystkim skorupy. Odsetek
skorup zanieczyszczonych tym zarazkiem w 1, 2 i 3 tygodniu doSwiadczenia
wynosit odpowiednio 80%, 55% i 10%. Znacznie nizszy poziom zakazenia przed-
stawiaty biatka jaj — 0,7% i to tylko w 1 tygodniu. W zadnym przypadku S. enteritidis
nie wyosobniono z z6ltka. Timoney iwsp. (21) wykrywali obecnoS¢ S. enteritidis
w biatkach i z6ttkach 15% jaj jedynie do 13 dnia po zakazeniu ptakéw. Z kolei
Gast i Beard(7) w1 tygodniu po zakazeniu izolowali t¢ bakteri¢ z 41%
skorup, 71% bialek oraz 50% bton zéttkowych. W 2 tygodniu obecnos¢ zarazka
wykryli tylko na btonach zéttkowych (2%).

Badania Keller iwsp. (13) wskazuja, ze S. enteritidis 1 S. typhimurium w
jednakowym stopniu przejawiaja zdolno$¢ do kolonizacji ukiadu rozrodczego kur
oraz przenikania do ich jaj. Wyniki badari wlasnych wykazaly natomiast, ze odsetek
jaj zakazonych S. enteritidis zaréwno w 1, jak i 2 tygodniu doSwiadczenia byt okoto
dwukrotnie nizszy w poréwnaniu z odsetkiem jaj, z ktérych izolowano S. typhimu-
rium. Sytuacja ta niewatpliwie byla zwiazana z faktem, ze S. enteritidis wykrywano
w jajach pozyskanych tylko od 3 sposréd 5 zakazonych kur, natomiast S. ryphimu-
rium izolowano przynajmniej z | jaja od kazdej zakazonej nioski (tab. 2). Wydaje
sig, ze zaobserwowane réznice w cze¢stosci izolacji tych dwéch serowaréw Salmo-
nella z jaj moga wynika¢ z matej liczby kur zakazonych lub tez moga Swiadczyc o

Tab. 3. Udzial z6ltek pozytywnych serologicznie w ogdlnej liczbie zoltek zbadanych
Percentage of serologically positive yolks in the total number of examined yolks

Tydzien doswiadczenia

R B ik il Sk, R IR e i s, e s s ol Boind
Z6ttka kur zakazonych S. enteritidis
0/14** | 0/16 1/15 17/18 14/14 6/6 8/8 8/8 6/6
0)*** | (0) | (6,7) | (944) (100) (100) (100) (100) (100)
Z6ltka kur zakazonych S. typhimurium
0/12** | 0/17 | 517 19/21 1717 9/9 16/16 6/6 5/5
©*** | 0) | 294) | 905) | (100) (100) (100) (100) (100)

* _ Tydzien przed zakazeniem, ** — liczba 26htek pozytywnych / liczba zéltek zbadanych,

**x _ odsetek zoltek pozytywnych.
* _ One week before infection, ** — number of positive yolks / number of examined yolks,

*** _ percentage of positive yolks.
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réznej zdolnosci uzytych w doswiadczeniu szczepéw do kolonizacji tkanek i
narzadéw ptakéw oraz przenikania do ich jaj. Wyniki te nie odzwierciedlaja
obecnej sytuacji epidemiologicznej, w Swietle ktérej serowarem najczeSciej izolo-
wanym z jaj jest S. enteritidis (6, 9, 16, 18).

Zwraca uwagg fakt, ze obecno$¢ pateczek Salmonella stwierdzano najczgscie)
na zewnetrznej powierzchni skorupy jaja. Sytuacja ta moze by¢ wynikiem zanie-
czyszczenia skorup jaj kalem zakazonych ptakéw w kloace lub w gnieZzdzie, po
zniesieniu jaja. Z drugiej strony badania Humphreya iwsp. (10) wskazuja na
brak zaleznosci pomiedzy kolonizacja jelit przez S. enteritidis a obecnoscia tego
zarazka na skorupie jaj. Cytowani badacze wykazali obecnos¢ S. enteritidis na
skorupie jaj zniesionych przez kurg, u ktérej w 24-dniowym okresie poprzedzaja-
cym zniesienie pierwszego zakazonego jaja nie wykryto tych bakterii w kale.

Wykazana w przeprowadzonych badaniach obecno$¢ S. enteritidis i S. typhi-
murium w zawarto$ci jaj zdaniem autoréw mogta by¢ efektem przenikania zaraz-
kéw z uktadu rozrodczego niosek do zéitka i biatka podczas formowania si¢ jaj,
przed wytworzeniem skorupy. Mozliwo$¢ zakazenia z6itka i biatka w drodze
penetracji bakterii przez skorupe wydaje si¢ mniej prawdopodobna, gdyz badania
mikrobiologiczne jaj przeprowadzano kazdego dnia bezpoSrednio po ich zbiorze.
Badania Schoeni i wsp. (17) wskazuja natomiast, ze S. enteritidis i S.
typhimurium przenikaja przez skorupe do zawartosci jaj dopiero po 3 dniach ich
przechowywania w temp. 25°C. Argumentem przemawiajacym za mozliwoscia
transowarialnego zakazenia badanych jaj jest réwniez fakt, ze w trzech przypad-
kach (1 jajo zakazone S. enteritidis i 2 jaja zakazone S. typhimurium) zarazki
izolowano z zawartosci jaj, natomiast nie wykryto ich obecno$ci na skorupie.

Ryc. 1. Srednia warto$¢ absorbancji zoltek jaj w poszczeg6lnych tygodniach do$wiadczenia
Average value of yolks absorbance in the particular weeks of experiment

1
0.8
8,
2 06
4
[=]
é’ 0.4
0.2 S S O  —y
0
0 1 2 3 R 5 6 {; 8
Tydzien doswiadczenia
—&— Zoltka kur zakazonych S. enteritidis —l— Zoltka kur zakazonych S. typhimurium

—— 7 6ltka kur grupy kontrolnej
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Ponadto pateczki Salmonella cz¢$ciej stwierdzano w z6ttku niz biatku jaj. Wedhug
Braun iwsp.(4)S. enteritidis moze przenika¢ z biatka do z6ttka, ale dopiero po
pewnym czasie ich przechowywania. Z badar tych autoréw wynika, ze minimalny
czas potrzebny do migracji tego zarazka z biatka do z6itka w zakresie temp.
20-30°C wynosi 1-2 dni, za$ w temp. 7°C przynajmniej 14 dni.

Czestsza izolacje S. enteritidis z z6ttek niz bialek jaj wykazal réwniez B ic h-
ler iwsp.(2). Zdaniem tych badaczy obecnos$¢ zarazkéw w zawartoSci z6ttka w
krétkim okresie po zakazeniu kur sugeruje ich zdoIlno$¢ do wywolywania bakterie-
mii oraz przenikania do tkanek i narzadéw uczestniczacych w powstawaniu jaj.

Wyniki badar serologicznych zéttek jaj przedstawiono w tab. 3 1 na ryc. 1.
Pierwsze z6ttka serologicznie dodatnie w tescie ELISA wykryto w 2 tygodniu po
zakazeniu kur. Odsetek z6ttek pozytywnych, pochodzacych od kur zakazonych
S. enteritidis wynosit 6,7%, natomiast w przypadku kur zakazonych S. typhimu-
rium — 29,4%. W 3 tygodniu wartosci te przedstawialy si¢ nastgpujaco — 94,4%
z6ltek pozytywnych od kur zakazonych S. enteritidis oraz 90,5% z6ltek dodatnich
od kur zakazonych S. typhimurium. Poczawszy od 4 tygodnia az do korica doSwiad-
czenia (8 tydz.) wszystkie z6ltka pochodzace zaréwno od ptakéw zakazonych S. enteri-
tidis, jak i S. typhimurium byly serologicznie pozytywne. W z6itkach kur grupy
kontrolnej wynikéw serologicznie dodatnich nie stwierdzono.

Poczawszy od 3 tygodnia po zakazeniu ptakéw wartosci Srednie absorbancji
(OD) wyliczone dla z6ttek badanych w poszczegélnych tygodniach doSwiadczenia
przekraczaly warto$¢ 0,2. W nastgpnych tygodniach wartosci te narastaly osiggajac
poziom maksymalny w 6 tygodniu (OD = 0,826) w przypadku z6ltek pozyskanych
od kur zakazonych S. enteritidis oraz w 7 tygodniu (OD = 0,704) w przypadku
z6ttek pochodzacych od kur zakazonych S. ryphimurium. W kolejnych tygodniach
badan $rednie warto$ci OD ulegly zmniejszeniu.

Uzyskane wyniki badar serologicznych zéttek jaj potwierdzajg prace innych
autor6w. Sun w o o i wsp. (19) wykazali najwyzszy poziom przeciwcial
anty S. typhimurium, mierzony warto$cia gestosci optycznej (OD > 0,3) w 6
tygodniu po do§wiadczalnym zakazeniu kur. Corkish i wsp. (5) badajac nioski
naturalnie zakazone S. enteritidis stwierdzili, ze odsetek zéltek posiadajacych
swoiste przeciwciala wynosit 81% i ksztaltowal si¢ na poziomie zblizonym do
odsetka dodatnich surowic - 95,7%.

Podsumowujac przedstawione dane nalezy stwierdzi¢, ze badania mikrobiolo-
giczne jaj stanowia efektywna metod¢ wykrywania S. enteritidis i S. typhimurium,
ale tylko przez krétki okres po zakazeniu kur. W dluzszym okresie bardzie)
efektywne w identyfikacji zakazenia sa badania serologiczne z6ltek jaj.
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SUMMARY

A significant proportion of foodborne Salmonella outbreaks in recent years has been attributed
to the consumption of contaminated eggs or food containing eggs. The purpose of the present study
was microbiological and serological investigation of eggs laid by hens experimentally infected with
S. enteritidis and S. typhimurium. The laying hens at 51 weeks of age were inoculated by the crop
route with 10 colony forming units (cfu) of Salmonella in 1 ml of sterile physiological saline. The
microbiological and serological investigations of eggs were conducted for 8 weeks’ postinoculation.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used for the evaluation serological response in
egg yolks.

Eggs contaminated by S. enteritidis and S. typhimurium were produced by the infected hens only
during first 2 weeks’ postinoculation. The organisms were isolated most frequently from the outside
of the egg shells. The frequency of recovery of S. enteritidis and S. typhimurium from the contents of eggs
were considerably lower than from egg shells. In eggs with contaminated contents the bacteria were more
frequently isolated from the yolk than from the albumen. From 3rd week of postinoculation the average
values of antibody activity in the egg yolks were higher than 0.2. The highest level of antibody activity in
the egg yolks was in 6th week of postinoculation (OD=0.826, eggs of hens infected with 5. enteritidis)
and 7th week of postinoculation (OD=0.704, eggs of hens infected with S. typhimurium).

Our results indicated that microbiological investigation of eggs was an effective method of
S. enteritidis and S. typhimurium detection but only short time after postinoculation. For a long time
more effective in identification of the infection was serological investigation of egg yolks.



