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Poréwnano selektywno$¢ wybranych podtozy do wykrywania paciorkowcow
katowych metoda filtrow membranowych w naturalnej wodzie studziennej. Uzna-
no, ze najbardziej przydatne do tych celéw jest podtoze agarowe wg Slanetza-Bar-
tley'a i K-F streptococcus wg Kennera. W kazdym przypadku powinny by¢ wyk-
onane badania potwierdzajace.

Termin paciorkowce katowe (faecal streptococci) obejmuje paciorkowce izolowane
z katlu ludzi i zwierzat, nalezagce do serologicznej grupy Lancefield D. W obrebie tej
grupy wyrézniono dwa rodzaje: Enterococcus i Streptococcus [4, 12]. Do rodzaju En-
terococcus zaliczono wszystkie paciorkowce wykazujgce zdolno$é wzrostu w tempera-
turze 45°C, na podiozu z 40% solami zo6ici i podtozu z azydkiem sodu w stezeniu
hamujacym wzrost wielu innych rodzajow bakterii. Cecha charakterystyczng rodzaju
Enterococcus jest duza tolerancja wobec niekorzystnych warunkéw wzrostu w obecnosci
6,5% NaCl przy pH 9,6 w temperaturze 10°C [lj. Do rodzaju Enterococcus nalezg
nastepujace gatunki: E. avium, E. casseliflavus, E. Cecorum, E. durans, E. faecalis, E.
faecium, E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii i E. solitanus. Wiekszo$¢ wymienionych
gatunkdéw izolowano z katu cztowieka i zwierzat, cho¢ niektére wyodrebniono réwniez
z materiatu ro$linnego np. E. faecalis, E. maladoratus, E. solitarius [1, 14]. Paciorkowce
z rodzaju Streptococcus wykazujg podobne wiasciwosci jak z rodzaju Enterococcus, ale
sg gtownie izolowane z katu zwierzat. Wyrdzniono tu dwa gatunki: S. bovis i S. equinus
[1, 14].

Paciorkowce katowe, podobnie jak bakterie grupy coli sg wskaznikiem katowego
zanieczyszczenia wody [2, 3, 9, 13]. Paciorkowce w porédwnaniu z bakteriami grupy
coli charakteryzuja sie dtuzszg przezywalnosciag w wodzie [8, 10] oraz wiekszg odpor-
noscig na dziatanie srodkéw do dezynfekcji wody [8, 12]. Moga by¢ zatem wskaznikiem
kontroli skutecznosci jej dezynfekcji. W przygotowanej nowelizacji Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej, dotyczacej warunkéw jakim powinna odpo-
wiada¢ woda do picia i na potrzeby gospodarcze, przewidziano konieczno$¢ badania
wody dezynfekowanej podawanej do sieci, rGwniez w kierunku wykrywania paciorkow-
cow katowych. Z tego tez wzgledu podjeto badania nad wytypowaniem podtoza, ktére
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mozna by byto zaproponowac laboratoriom wodociggowym i stuzbom sanitarnym do
badan rutynowych wody w kierunku wykrywania paciorkowcéw katowych. Polska Nor-
ma [11] i Wydawnictwa Metodyczne PZH [15] polecajg podioze Slanetza-Bartley'a
przygotowane bezposrednio w laboratorium. Podioze to poréwnano z gotowymi su-
chymi podtozami firmy Merck: Membrane-filter enterococcus agar i Membrane-filter
enterococcus agar base, ktérych skilad oparty jest na podtozu Slanetza-Bartley'a oraz
z podtozem zalecanym w miedzynarodowej normie 1SO [5] KF-streptococcus agar (wg
Kennera). Ponadto zastosowano jednorazowe ptytki z kragzkami bibutowymi nasyconymi
podtozem o nazwie handlowej ,,Azid” firmy Sartonus.

MATERIAL | METODYKA BADAN

Do wykrywania paciorkowcow katowych zastosowano metode filtrow membranowych. Prze-
badano wode z 50 studni przydomowych, okolic Warszawy. Wybierano studnie o ztym stanie
technicznym, przewaznie odkryte, czesto juz nieuzywane. Z kazdej studni saczono po 2 probki
0 objetosci 10 ml i 2 probki o objetosci 100 ml. Filtry umieszczano na testowanych podtozach
1 inkubowano w temp. 37°C przez 48 godzin. W badaniach zastosowano nastepujace podtoza:

1 Slanetza-Bartley'a, przygotowane w laboratorium wg metodyki PZH [15] o skiadzie
(w gfl): pepton tryptose -20,0; ekstrakt drozdzowy -5,0; K2HPO4 -4,0; glukoza -2,0; agar -10,0;
azydek sodu -0,4 (2% roztwér wodny 20 ml); chlorek 2,35 - tréjfenylo-tetrazolu (TTC, 1%
roztwor wodny -10 ml).

2. Membrane-filter enterococcus agar - podtoze suche, gotowe firmy Merck.

3. Membrane-filter enterococcus agar base - podioze suche, gotowe firmy Merck.

Skiad podiozy 2. i 3. jest identyczny ze sktadem podioza Slanetza-Bartley'a z tg roznica, ze
pepton tryptose zastgpiono peptonem kazeinowym (15,0 g) oraz peptonem z maki sojowej
(5,0 g). Ponadto podioze 2. zawiera TTC, natomiast do podtoza 3. nalezy doda¢ oddzielnie
przygotowany 1% roztwor wodny TTC.

4. KF streptococcus agar - podtoze suche gotowe, firmy Merck o skfadzie (w g/l): pepton
proteose -10,0; wycigg drozdzowy 10,0; NaCl -5,0; glicerofosforan sodu -10,0; maltoza -20,0;
laktoza -1,0; azydek sodu -0,4; purpura bromokrezolowa -0,015; agar -15,0. Do podtoza po
sterylizacji nalezy doda¢ 10 ml 1% roztworu wodnego TTC.

5. Azid - firmy Sartonus. Sktad podtoza wg Slanetza-Bartley'a. Podtoze suche, ktérym wy-
sycone sg krazki bibutowe, umieszczone w jednorazowych plytkach z tworzywa sztucznego.
Przed potozeniem filtru membranowego z przesaczong prébka, krazki nalezy nasaczy¢ jatowa
wodg destylowang (3,0 - 3,5 ml).

Badania potwierdzajgce. Z kazdej ptytki z testowanymi podtozami wybidrczo-réznicujacymi,
zaleznie od liczby wyrostych kolonii, przeszczepiano do badan potwierdzajacych od 1 do 5 kolo-
nii na skosy agarowe. Badania potwierdzajgce obejmowaty test na wytwarzanie katalazy, wzrost
na podtozu ptynnym Litsky'ego z azydkiem sodu i fioletem etylowym [15] oraz wzrost na podtozu
agarowym z azydkiem sodu, eskuling i solami zékci [5, 7].

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Sposrdd 50-ciu przebadanych prébek wody studziennej tylko w jednej nie wykryto
paciorkowcoéw katowych, natomiast w trzech liczba paciorkowcow przewyzszata wartosé
96 w 10 ml - proby te zostaly odrzucone. Kolonie paciorkowcow katowych rosnace
na testowanych podiozach charakteryzowaty sie zabarwieniem rézowym do ceglasto-
brunatnego, byly gtadkie lekko wypukte o $rednicy 0,5 mm do 3 mm. Badaniom
potwierdzajacym poddano 609 kolonii bakterii o wzroscie charakterystycznym dla pa-
ciorkowcow katowych. Wyniki badan potwierdzajgcych przedstawiono w tabeli |I.
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Tabela 1. Wyniki badan potwierdzajacych, bakterii wyizolowanych z testowanych podtozy
do wykrywania paciorkowcoéw katowych w wodzie.
Results of tests confirming the presence of bacteria isolated from tested media
for the detection of Sir. faecalis in water

1 Slanetz-Bartley PZH; 2. M-F enterococcus agar Merck; 3. M-F enterococcus agar base
Mercka\ 4. K-F streptococcus agar base Merck-, 5. Azid-Nutrient Pads Sartorius.

Poniewaz paciorkowce katowe w odrdznieniu od gronkowcéw sg katalazo ujemne,
najszybszym testem na podstawie ktérego mozna odrzuci¢, wyroste na podtozach
wyhbiérczo-roznicujgcych kolonie bakterii nie bedace paciorkowcami katlowymi, jest test
na wytwarzanie katalazy. Jak wynika z danych zawartych w tabeli | jedynym podtozem,
z ktorego wszystkie wyizolowane do badan potwierdzajgcych szczepy nie wytwarzaty
katalazy, byto podtoze K-F streptococcus agar wg Kennera. Procent kolonii katalazo-
ujemnych wyizolowanych z trzech podtozy agarowych opartych na skladzie podioza
Slanetza-Bartley'a byt zblizony i wynosit Srednio 86%. Najmniej wybiérczym okazato sie
podfoze Azid, na kragzkach bibutowych. Na podtozu tym az 94,3% kolonii o wygladzie
charakterystycznym dla paciorkowcow katowych, wykazywato zdolno$¢ wytwarzania
katalazy, co wykluczato ich przynalezno$¢ do paciorkowcow katowych. Uzyskany wynik
jest zaskakujacy, gdyz podtoze to (wg deklaracji producenta) jest réwniez oparte na
sktadzie Slanetza-Bartley'a. Prawdopodobnie podczas wysycania krazkéw bibutowych
sktadnikami podtoza, w trakcie ich produkcji, nastepuje proces suchej sterylizacji, co
powoduje rozktad termowrazliwego TTC, bedgcego obok azydku sodu podstawowym
sktadnikiem hamujgcym wzrost mikroflory towarzyszacej paciorkowcom katowym. We-
dtug metodyki PZH [15] zar6wno roztwory azydku sodu jak i TTC nalezy przygotowac
oddzielnie na sterylnej wodzie destylowanej i dodawa¢ do poditoza Slanetza-Bartley'a
tuz przed rozlaniem podtoza na phytki Petriego. W zastosowanych gotowych podtozach
firmy Merck azydek sodu wchodzi w ich skiad podstawowy natomiast, TTC, za wy-
jatkiem podtoza nr 2, nalezy dodawac¢ oddzielnie w postaci roztworu wodnego. Podt6z
opartych na skfadzie Slanetza-Bartley'a firma Merck nie zaleca sterylizowaé w autok-
lawie lecz jedynie rozpus$ci¢ ogrzewajac do wrzenia i po 3 minutach schiodzi¢ do
temperatury 50°C - 60°C, jest to szczeg6lnie wazne w przypadku podioza zawierajgcego
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w sktadzie podstawowym TTC (podioze nr 2). Rowniez norma ISO [5] nie zaleca
sterylizacji w autoklawie podtozy polecanych do izolacji paciorkowcéw katowych, za-
wierajagcych w swoim sktadzie azydek sodu, a TTC zaleca dodawaé¢ zawsze oddzielnie
w postaci roztworu wodnego po uprzednim rozpuszczeniu na gorgco wszystkich innych
sktadnikow.

Metodyka PZH [15], przy badaniach specjalnych lub w przypadku wzrostu kolonii
tzw. ,watpliwych”, oprocz testu na wytwarzanie katalazy zaleca m.in. wykonanie badan
potwierdzajacych na podiozu ptynnym Litsky'ego. Norma ISO [5] natomiast zaleca
wykonanie badah potwierdzajacych na podtozu agarowym z solami zétci i eskuling,
nalezy je przeprowadzaé¢ roéwniez w badaniach rutynowych przy charakterystycznym
wzroscie kolonii na podtozach izolacyjnych. Polska Norma [11] nie przewiduje zadnych
badan potwierdzajagcych, badanie rutynowe w kierunku wykrywania paciorkowcéw
katowych konczy sie na policzeniu charakterystycznych kolonii na podifozu Slanetza-
Bartley'a. Przedstawione w tabeli | wyniki badan wskazujg na konieczno$¢ wykonania,
réwniez w badaniach rutynowych wody, testu na wytwarzanie katalazy oraz posiewu
na przynajmniej jedno z podtozy potwierdzajacych {Litsky'ego lub z solami z6tci i es-
kuling), pozwoli to na wyeliminowanie wynikow tzw. fatszywie dodatnich.

Poréwnanie wynikdw izolacji na zastosowanych w badaniach podiozach przeprowa-
dzono w oparciu 0 norme ISO 9998:1991 [6], wykorzystujgc dwukierunkowg analize
wariancji. Ze wzgledu na wyraznie odbiegajgce od pozostatych wyniki izolacji pacior-
kowcow katowych na podiozu Azid (96% wynikow falszywie dodatnich), podtoze to
zostato pominiete w przeprowadzonej analizie. Analizie statystycznej poddano 30 pro-
bek wody posiewanych w dwoch powtérzeniach i w dwdch objetosciach na cztery
podtoza agarowe. Uzyskane wartosSci zostaly zanalizowane przy zastosowaniu tablic
rozktadu F-Snedecora dla poziomu istotnosci a = 0,05, przy zatozeniu, ze podtozem
kontrolnym byto podioze Slanetza-Bartley'a przygotowane wg metodyki PZH. Od-
czytana z tablic warto$¢ testu F wynosita 1,66 i byta wyzsza od wartosci testu F
uzyskanych na poréwnywanych podtozach. Dla podtoza MF-enterococcus agar wartosé
F wynosita 1,12, dla podtoza MF-enterococcus agar base 1,51 i dla KF streptococcus
agar 1,30. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze miedzy podtozem kontrol-
nym (Slanetza-Bartley'a - PZH) a podiozami gotowymi firmy Mercka opartymi na
sktadzie podtoza Slanetza-Bartley'a oraz podtozem KF streptococcus agar nie ma
istotnych réznic. Podtoza te moga by¢ stosowane alternatywnie w badaniach rutynow-
ych wody w kierunku wykrywania paciorkowcéw katowych.

WNIOSKI

1. Badania wykazaty brak istotnych réznic miedzy podtozem Slanetza-Bartley'a przy-
gotowanym w warunkach laboratoryjnych oraz suchymi, gotowymi podtozami MF-en-
terococcus agar i KF-streptococcus agar. Podtoza te moga by¢ stosowane w badaniach
rutynowych wody w kierunku wykrywania paciorkowcow katowych.

2. Nie zaleca sie stosowania kragzkéw bibutowych wysyconych podtozem Azid, gdyz
otrzymuje sie wyniki falszywie dodatnie.

3. W kazdym przypadku nalezy wykona¢ badania potwierdzajgce obejmujgce test
na wytwarzanie katalazy oraz posiew na podtoze ptynne Litsky'ego lub podioze agarowe
z solami zokci i eskulina.
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CHOICE OF MEDIA FOR DETECTION OF STR. FAECALIS IN ROUTINE WATER
TESTING

Summary

The aim the study was to find a medium for routine water testing for detection of Streptococcus
faecalis which could be used by water supply laboratories and sanitary services. In the study dry
ready Merck media were used: MF-enterococcus agar, MF-enterococcus agar base, K-F-strepto-
coccus agar, and Azide Nutrient Pad Sets (of Sartorius). The Slanetz-Bartley medium prepared
in our laboratory National Institute of Hygiene (PZH). Method served as control. The usefulness
of media for the isolation of Str. faecalis was tested in waters of household wells in the environs
of Warsaw. Water from 50 wells was tested; from each well two samples of 10 ml and 100 ml
were filtered. The filters were placed on the tested media and incubated at 37°C for 48 hours.
Colonies with characteristic pink or orange brown colour were counted. From each plate
3-5 colonies were taken for verification tests. For verification tests 609 bacterial colonies showing
characteristic growth on tested media were taken. For the statistical analysis of the results variance
analysis was used which showed no significant differences between the control Slanetz-Bartley
medium and the ready Merck media. These media can be used alternatively for routine water
testing for detection of Str.faecalis. The Azide medium is not recommended since 96% of colonies
showing in this test the growth characteristic of Str. faecalis were negative in verification tests.
In routine water testing in case of growth of characteristic colonies on isolation media, it is
recommended to carry out verification tests including, at least, a test for catalyse production, and
culture on Litsky liquid medium or agar medium with bile salts and aesculin.
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