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Raport z badania skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej preparatu Eco-pH FGE
wobec bakterii Listeria monocytogenes

I. Informacje wst¢pne

Badanie przeprowadzono w dniach od 10.05 — 16.05.2023 z uzyciem szczepu referencyjnego
Listeria monocytogenes ATCC7644. Do okre$lania liczby zywych komorek L.
monocytogenes zastosowano podtoze wybiorczo-réznicujace PALCAM firmy Oxoid (Wielka
Brytania), zawierajagcego w swym skladzie substancje hamujace wzrost drobnoustrojow
innych niz Listeria (chlorek litu, polimyksyna B, chlorowodorek akryflawiny i ceftazydym)
oraz czynnik roznicujacy eskuling. Bakterie z rodzaju Listeria przeksztalcaja eskuling do
eskuletyny, ktéra wraz z jonami zelaza zawartymi w podlozu daje brazowo-czarne
zabarwienie wokot kolonii.

I1. Posiew preparatu Eco-pH FGE na podloze PALCAM

Poniewaz preparat Eco-pH FGE stanowi mieszaning zywych komodrek wielu gatunkow
bakterii, w pierwszym etapie badania wykonano posiew tego preparatu (w rozcienczeniu 1:5
oraz 1:10) na podloze PALCAM, ktore inkubowano nast¢pnie w temp. 30°C przez 48 godzin
w warunkach tlenowych. Nie stwierdzono wzrostu zadnego z drobnoustrojéw wchodzacych w
sktad preparatu Eco-pH FGE. Podtoze PALCAM mogto by¢ wigc uzyte w dalszych etapach
doswiadczenia, a ewentualny wzrost kolonii eskulinododatnich wynikat wylacznie z
obecnosci zywych komoérek bakterii Listeria monocytogenes dodanych do preparatu Eco-pH
FGE.

II1. Przygotowanie zawiesiny L. monocytogenes

Wyhodowane na podiozu agarowym z krwig bakterie L. monocytogenes dodano do ptynu
fizjologicznego, uzyskujac zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Nastgpnie, zawiesing
te rozcienczono 1:1000, 1:10.000 oraz 1:100.000 i z kazdego rozcienczenia przenoszono 0,2
ml na plytki Petriego z podtozem PALCAM w celu obliczenia liczby komorek Listeria w
zawiesinie. Na podstawie liczby uzyskanych kolonii po inkubacji podlozy, warto$¢ ta zostata
oszacowana na 2,1 x 10%/ml.
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IV. Ocena dzialania preparatu Eco-pH FGE na L. monocytogenes

Przygotowang wczesniej zawiesing L. monocytogenes o gestosci 0,5 w skali McFarlanda
mieszano z nierozcienczonym preparatem Eco-pH FGE w proporcji 1:1 (2ml zawiesiny
Listeria + 2ml preparatu) i pozostawiono w temp. pokojowej. Po 24 1 48 godzinach oraz po 5
dniach trwania eksperymentu pobrano po 0,5 ml mieszaniny, rozcienczono w plynie
fizjologicznym w proporcji 1:10, 1:100, 1:1000 oraz 1:10.000 i wysiano po 0,2 ml kazdego
rozcienczenia na podtoze PALCAM. Inkubacja podtozy odbywata si¢ w temp. 30°C przez 24
godziny. W kazdym ocenianym momencie okreslano liczbe zywych komorek L.
monocytogenes poprzez obliczenie liczby uzyskanych kolonii eskulinododatnich. Liczba ta
nie ulegla obnizeniu w stosunku do wartosci wyjsciowej nawet po 5 dniach kontaktu komoérek
Listeria z ptynem Eco-pH FGE. Zaobserwowano natomiast, ze stopien wzrostu Listeria
(mierzony wielkoscig wyrostych kolonii bakteryjnych) jest $cisle uzalezniony od st¢zenia
ptynu Eco-pH FGE. Preparat ten rozcienczony 1:10 praktycznie catkowicie hamowat wzrost
L. monocytogenes (brak widocznych kolonii, ryc. 1). Wraz ze wzrostem rozcienczenia
mieszaniny plynu Eco-pH FGE oraz zawiesiny Listeria uzyskiwano wzrost kolonii
bakteryjnych o coraz wigkszej srednicy (ok. 0,1-0,2 mm przy stezeniu 1:100 [Ryc. 2], ok. 0,5
mm przy stezeniu 1:1000 oraz ok. 1 mm przy stezeniu 1:10.000 [Ryc. 3]).

Ryc. 1. Podloze PALCAM 2z naniesiong bakteriag Listeria monocytogenes inkubowang z
ptynem Eco-pH FGE przez 24 godziny (rozciefczenie 1:10). Brak wzrostu kolonii
bakteryjnych.
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Ryc. 2. Podtoze PALCAM =z naniesiong bakterig Listeria monocytogenes inkubowang z
ptynem Eco-pH FGE przez 48 godzin (rozcienczenie 1:100). Widoczne liczne
(niepoliczalne), drobne kolonie eskulinododatnie.

Ryc. 3. Podtoze PALCAM z naniesiong bakterig Listeria monocytogenes inkubowang z
ptynem Eco-pH FGE przez 5 dni (rozcienczenie 1:10.000). Widoczne liczne kolonie
eskulinododatnie $rednicy ok. 1 mm.
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Preparat Eco-pH FGE posiada silne dzialanie bakteriostatyczne wobec Listeria
monocytogenes, manifestujace si¢ jako catkowite zahamowanie wzrostu tej bakterii jeszcze
przy rozcienczeniu 1:10.
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