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Cwiczenie 14

Temat: Wskazniki bezpieczenstwa zywnoSci

Zapewnienie bezpieczenstwa zdrowotnego konsumenta jest podstawowym wymogiem
stawianym producentom zywnosci. Na bezpieczenstwo produkowanej zywnosci wplywa
wiele czynnikow podczas calego procesu produkcyjnego. Poczawszy od jakosci
mikrobiologicznej  surowca,  poprzez  przestrzeganie  okreSlonych  parametrow
fizykochemicznych oraz zasad higienicznych produkcji az do etapu przechowywania
zywnos$ci. Bledy na kazdym z etapéw mogg doprowadzi¢ do zanieczyszczenia zywnosci
bakteriami chorobotworczymi, badz toksynami.

Kryteria mikrobiologicznej oceny zywnosci obejmuja kryteria bezpieczenstwa
zywno$ci 1 kryteria higieny procesu. Kryteria bezpieczenstwa zywno$ci odnoszg si¢
do mikroorganizméw chorobotwodrczych, ich toksyn 1 metabolitow 1 okreslaja dopuszczalny
poziom zanieczyszczenia produktu podczas catego wyznaczonego okresu trwatosci.

Dotycza one obecnosci:

» Listeria monocytogenes w wielu rodzajach zywnosci gotowej do spozycia;

» Salmonella sp. w preparatach przeznaczonych do poczatkowego i dalszego zywienia
dzieci, produktéw pochodzenia ros$linnego (warzywa, owoce, soki, Kkietki),
zwierzgcego (migso, zelatyna, sery, masto, mleko, lody, jaja, skorupiaki, itp.)

» Cronobacter sakazakii (stara nazwa Enterobacter sakazakii) w preparatach w proszku
do poczatkowego zywienia niemowlat w wieku do 6 miesiecy;

» enterotoksyn gronkowcowych w niektorych produktach mleczarskich

» histaminy w produktach rybolowstwa z gatunku ryb o podwyzszonym poziomie
histydyny

1. Listeria monocytogenes
a. Charakterystyka

Sa to paleczki Gram-dodatnie o wymiarach 0,5-2,0 um. Wykazuja zdolnos¢
do pleomorfizmu od form posrednich pomig¢dzy krotkimi pateczkami a ziarniakami do form
nitkowatych. Posiadaja nieliczne rzgski, nie przetrwalnikuja i nie tworzg otoczek. Rosng
zarowno w tlenowych jak i w beztlenowych warunkach, w szerokim zakresie temperatur
od 0 do 45°C oraz pH od 5 do 9, toleruja wysokie stezenia soli (nawet do 30% NacCl).
Nie naleza do mikroflory cieploodpornej, ale potrafia przezy¢ w temp 55°C/60min.
Sa typowymi psychrotrofami, dlugo zachowuja zywotno$¢ (a nawet namnazajg si¢)
w zZywnosci przechowywanej w warunkach chtodniczych.
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Rys.1. Pafeczki Listeria sp. w obrazie mikroskopowym, zabarwione metodg Grama.
b. Wystepowanie

Palteczki Listeria sp. wystepuja w Srodowisku naturalnym: w glebie, wodzie, na gnijacej
roslinnosci, trawach, zwierzgtach (krowy, owce, trzoda, kroliki, psy, ptaki, owady). Ponadto
czesto izolowane sg z mrozonych artykuldw spozywczych, mleka surowego, niekiedy
z pasteryzowanego, surowych warzyw: kalafior, marchew, brokuty, satata, kapusta.

Listeria monocytogenes wywotuje chorobe zwang listerioza. U ludzi choroba ta rozwija
si¢ glownie na skutek spozycia produktéw pochodzenia zwierzgcego: serow dojrzewajacych,
kietbas typu salami, migsa, drobiu oraz przetworé6w miesnych pakowanych prozniowo.

Dawka infekcyjna dla czlowieka wynosi od 10? do 10° zywych komoérek na gram
zanieczyszczone] zywnosci. Jest to uzaleznione od rodzaju szczepu oraz odpornosci

cztowieka na infekcje. Wirulentne szczepy sa zdolne namnozy¢ si¢ w organizmie 1 pozniej
wywola¢ posocznice. Szczepy zjadliwe produkuja hemolizyne zwang listeriozyng O,
fosfolipazy C, lecytynazy, metaloproteazy. U wiekszosci 0osob zatrucie objawia si¢ lekkim
rozstrojem zotagdka. Objawy chorobowe moga wystapi¢ od 14 do nawet 40 dnia od czasu
spozycia positku. W grupie podwyzszonego ryzyka znajduja si¢ osoby starsze, kobiety
w cigzy, dzieci oraz osoby o obnizonej odpornosci. W ich wypadku listerioza objawia si¢
zapaleniem opon médzgowo-rdzeniowych, zapaleniem wsierdzia, wezlow chlonnych, szpiku.
U kobiet w cigzy moze dojs¢ do obumierania plodéw, przedwczesnych porodow
czy poronien.

c. Wykrywanie

Okreslanie obecnos$ci Listeria monocytogenes w probkach zywnosci obejmuje kilka etapow:
l. Wstepne namnazanie na plynnej pozywce ,,pot-selektywnej”
. Namnazanie wtorne na ptynnej pozywce selektywnej
1. Réznicowanie na podlozach agarowych
IV.  Identyfikacja w oparciu o testy biochemiczne

W pierwszym etapie, w celu regeneracji komorek potencjalnie uszkodzonych prowadzi si¢
hodowle na podlozu bulionowym pét-Frasera z dodatkiem %2 dawki suplementu selektywnego
w temperaturze 30°C przez 24+3godz. Z hodowli pobiera si¢ 0,1cm® i posiewa do 10cm®
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bulionu Frasera. Bulion pol-Frasera i Frasera to podloza, ktore oprocz skladnikow
odzywczych (peptony, ekstrakty) zawieraja eskuline i chlorek litu. Do podloza po sterylizacji
wprowadzany jest roztwor cytrynianu amonowo-zelazowego i dodatek selektywny w postaci
roztworu antybiotykow: akryflawiny i kwasu nalidyksowego (w bulionie pot-Frasera jest
go polowe mniej). Antybiotyki i chlorek litu silnie hamujg wzrost bakterii Gram-ujemnych
i wigkszo§¢ Gram-dodatnich. Dodatkowo chlorek litu jest czynnikiem wybiorczym,
ze wzgledu na tolerancj¢ wyzszych stezen tej soli przez Listeria monocytogenes. Szczepy
Listeria monocytogenes hydrolizujg eskuling do eskuletiny i glukozy. Eskuletina tworzy
czarny kompleks z zZelazem (III) pochodzacym z cytrynianu. Hodowla na tym podlozu
po namnozeniu paleczek Listeria sp. przybiera czarnoszarg lub czarng barwe.

Po inkubacji w temperaturze 37°C przez 48+3godz. namnozong hodowle posiewa si¢
izolacyjnie na pozywki selektywne. Pierwsza z nich jest pozywka wg Ofttaviani
1 Agosti (ALOA). Druga pozostaje do wyboru przez laboratorium 1 moze to by¢ Oxford
lub PALCAM agar.

Pozywka ALOA zawiera skfadniki wybiorcze (kwas nalidyksowy, polimyksyne B,
cykloheksymidyng), ktory jest rozkladany przez enzymy paleczek Listeria sp., a takze
substrat chromogenny. Wyroste kolonie majag barwe zielononiebieska 1 otoczone
sg nieprzezroczystg strefg podtoza (rozklad fosfatydyloinozytolu przez fosfolipazg C).

Rys. Kolonie Listeria monocytogenes na podtozu ALOA.

Pozywka Oxford-agar to pozywka selektywno-rdznicujaca zawierajaca w swoim
sktadzie mieszaning antybiotykow, skrobie, eskuling, chlorek litu i cytrynian amonowo-
zelazowy(IlI). Kolonie pateczek Listeria sp. majag na tym podlozu barwe ciemnoszarg
z zielonkawym odcieniem i sg otoczone strefag czarnego podloza. Zabarwienie to jest
wynikiem rozktadu eskuliny i wytracenia powstalego w reakcji z Zelazem kompleksu
0 barwie czarnej.
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Rys. Kolonie Listeria monocytogenes na podtozu Oxford.

Pozywka PALCAM-agar- pozywka wybidrczo-roznicujaca. Zawiera w swoim sktadzie
mannitol, czerwien fenolowa, glukoze, eskuling, chlorek litu, cytrynian amonowo-
zelazowy(Ill), a takze =zestaw antybiotykéw: siarczan polimyksyny, ceftacydyneg
i akryflawing. Podloze po wylaniu na ptytki ma barwe czerwong i jest klarowne. Paleczki
Listeria sp. wyrastaja na tym podlozu w postaci szarych kolonii z zielonym odcieniem
1 otoczone sg strefg czarnego podtoza.

Po 48godz. inkubacji w 37°C  dokonuje si¢  wstepnej identyfikacji
na podstawie wygladu kolonii wyrostych na podtozach selektywnych. Z kazdej ptytki wybiera
si¢ 5 charakterystycznych kolonii i przesiewa izolacyjniec na podloze agarowe z soja
1 ekstraktem drozdzowym (TSYEA) celem wykonania testow biochemicznych. Zastosowanie
podloza TSYEA eliminuje ewentualne interakcje migdzy sktadnikami podtéz selektywnych
a reagentami testOw biochemicznych. Wykonuje si¢ rowniez test CAMP celem okreslenia
zdolnosci do hemolizy. Wykonuje si¢ posiew paskowy na podtoze agar z krwia.

!

Rys. llustracja testu CAMP, widoczna strefa hemolizy.
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WSTEPNE
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POSIEW NA POZYWKI ROZNICUJACE

Identyfikacia
charakterystycznych
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PRZESIEW
CHARAKTERYSTYCZNYCH KOLONI

¥ e

Inkubacja: 37 Cld8+300dz.

Podinde TSYEA

v

BADANIA BIOCHEMICZNE

Rys. Schemat postgpowania podczas wykrywania Listeria monocytogenes
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Badania biochemiczne obejmuja:

- test na hemolize (test CAMP) - polegajacy na posiewie testowych szczepow:
Staphylococcus aureus i Rhodococcus equi oraz szczepu badanego na podloze agarowe
z krwig. Szczep badany posiewa si¢ na powierzchni podioza w postaci waskiej linii
prostopadle do szczepow testowych. Jezeli po inkubacji wystgpilo wzmocnienie strefy
hemolizy w miejscu linii posiewu Staphylococcus aureus, a nie odnotowano takiej reakcji
w poblizu szczepu Rhodococcus equi swiadczy to o obecnos$ci Listeria monocytogenes.

- test na katalaze — katalaza jest enzymem, ktéry rozktada toksyczny dla komorki H,0O;
do H2O i tlenu. Na szkietko podstawowe nalezy nanies¢ krople 3% roztworu H,0,
i zawiesi¢ w niej pobrang koloni¢, pecherzyki gazu wskazuja na obecno$¢ katalazy. Listeria
monocytogenes ma zdolno$¢ do wytwarzania katalazy.

- wytwarzanie kwasow z cukrow - posiew do pozywek z ramnoza, ksyloza i purpurg
bromokrezolowg. Wynik dodatni to zmiana barwy wskaznika z purpurowej na zolta,
$wiadczacy o zdolno$ci do rozkladu danego cukru. Listeria monocytogenes nie fermentuje
ksylozy, fermentuje ramnozeg.

- barwienie metoda Grama - w obrazie mikroskopowym powinny by¢ widoczne cienkie
Gram-dodatnie pateczki.

d. Oznaczanie liczby

Nalezy wykona¢ posiew powierzchniowy po 0,1 cm® badanego materialu lub jego
rozcienczenia na podloze ALOA. Po inkubacji w temp. 37°C przez 24h+3godz. liczy si¢
charakterystyczne, ziclononiebieskie kolonie otoczone nieprzezroczysta strefa.
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2. Salmonella sp.
a. Charakterystyka

Sa to ruchliwe Gram-ujemne pateczki o wymiarach ok. 0,6-3um nalezace do rodziny
Enterobacteraceae. Dobrze rosng w warunkach tlenowych i beztlenowych. Nie tworza
przetrwalnikow. Temperatury rozwojowe mieszcza si¢ w granicach 5- 45°C. Sg wrazliwe
na wysoka temperature ale wykazujg duza wytrzymatos¢ na wysuszanie. Wykazuja
wrazliwos$¢ na wysokie stezenia NaCl (do 9%) oraz niskie pH. Fermentujg glukozg¢, natomiast
nie fermentuja laktozy 1 sacharozy, co jest wazng cecha podczas ich identyfikacji. Sg zdolne
do dekarboksylacji lizyny, ornityny i argininy. Redukujg azotany, wytwarzaja siarkowodor.
Nie uptynniajg zelatyny i nie rozkladajg mocznika.

Rys. Pateczki Salmonella sp. w obrazie mikroskopowym, zabarwione metodg Grama.

Rodzaj Salmonella obejmuje dwa gatunki: S. enterica i S. bongori. Salmonella enterica
podzielona zostala na 6 podgatunkéw, a kazdy z nich, ze wzgledu na réznice w budowie
antygenow, na typy serologiczne. Do gtéwnych serotypoéw nalezg:

o S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Virchow, S. Hadar — odpowiedzialne za zapalenie
jelita cienkiego i grubego

e  S. Typhi - wywotujace dur brzuszny

e  S. Paratyphi — wywotujace dury rzekome.

b. Wystepowanie

Pateczki Salmonella sp. najczesciej zasiedlaja przewod pokarmowy zwierzat domowych
1 dzikich, drobiu, ptakow i owadoéw a takze gryzoni. Duzg role w przenoszeniu pateczek
Salmonella sp. odgrywaja produkty roslinne szczegdlnie z terenow nawozonych fekaliami.
Zrédlem zanieczyszczenia zywnoéci moga by¢ takze ludzie chorzy i nosiciele tych bakterii.
Z racji duzej opornos$ci na wysuszanie pateczki te moga przezywac przez dhugi czas w kurzu,
paszach, suszonej zywnos$ci. Bardzo dobrze radza sobie takze w produktach ptynnych
1 mrozonych, w ktorych przezywaja przez dilugi czas w stanie anabiozy. Najczgscie]
sg izolowane z jaj oraz zawierajacych je produktow (lody, ciastka, kremy, czekolada).
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Dawka infekcyjna dla cztowieka to ok. 10° kom/g zanieczyszczonej zywnosci. Dla 0sob

starszych i niemowlat juz 10? kom/g moze sic okaza¢ wystarczajace do wywolania choroby.
Po przedostaniu si¢ do przewodu pokarmowego paleczki Salmonella sp. zdolne sa
do namnazania si¢ w jelicie cienkim, kolonizacji i penetracji w glab S$ciany jelita.
Po uwolnieniu endotoksyn zawartych w komodrkach widoczne sg objawy salmonellozy:
gorgczka, bole brzucha, wymioty. Objawy widoczne sg po 12-48godz.
W przypadku duru brzusznego okres wylggania choroby wynosi od tygodnia do czterech.
Typowym objawom =zatrucia towarzyszy rdézowa wysypka zwana rdézyczkg durowa,
powigkszenie §ledziony i watroby. Dur rzekomy ma podobne objawy, ale lagodniejszy
przebieg

c. Wykrywanie

Oznaczanie obecnosci pateczek Salmonella sp. w probkach zywnosci obejmuje kilka etapow:
I. Przednamnzanie na wodzie peptonowe;j
Il. Namnazanie selektywne na pltynnych pozywkach selektywnych
I11. R6znicowanie na podiozach agarowych
IV. Identyfikacja w oparciu o testy biochemiczne i serologiczne

W pierwszym etapie, w celu namnozenia i regeneracji komorek uszkodzonych prowadzi
si¢ hodowle na plynnej wodzie peptonowej w temperaturze 37°C przez 18+2godz.
Zbuforowana woda peptonowa stosowana jest w celu nieselektywnego namnazania
pateczek Salmonella sp. Dla takich produktow jak kakao czy wyroby z czekolady stosuje si¢
wode peptonowg z dodatkiem kazeiny lub odtluszczonego mleka oraz zieleni brylantowe;
w celu zahamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich.

Z hodowli pobiera sie 0,1cm® i posiewa do 10cm® pozywki selektywnej Rapaport-
Vassiliadis z soja oraz do pozywki MKTTn w iloci lcm®. Pozywka Rappaport-Vassiliadis
(RVS) jest ptynna, silnie selektywna, zawiera w swoim sktadzie zielen malachitows i chlorek
sodu (hamujace wzrost mikroflory towarzyszacej). Pepton sojowy, pH 5,2 i podwyzszona
temperatura inkubacji (41,5°C) sprzyjaja wzrostowi szczepow Salmonella. sp Podloze
ma barwe¢ ciemnoniebieska i jest klarowne. Szczepy Salmonella sp. rosng na tym podiozu
w postaci mlecznego osadu, barwa samego podloza nie ulega zmianie. Druga pozywka
selektywna: Miillera-Kauffmana (KKTTn), zawiera w swoim skladzie tiosiarczan sodu
i jodek potasu, ktore reagujac tworzg zwigzek o nazwie tetrationian sodu hamujacy wzrost
pateczek grupy coli. Paleczki Salmonella sp. maja zdolnos¢ do redukcji tego zwiazku.
W podlozu znajduje si¢ takze zielen brylantowa, ktora z kolei hamuje wzrost bakterii Gram-
dodatnich.

Po inkubacji w temperaturze 37°C przez 48+3godz. hodowle posiewa si¢ izolacyjnie
na dwie pozywki selektywne. Pierwsza z nich jest pozywka XLD. Druga pozostaje do wyboru
przez laboratorium 1 moze to by¢ podloze BGA lub Hektoen. Pozywka XLD zawiera laktoze,
ksylozg, sacharozg, L-lizyne, tiosiarczan sodu, deoksycholan sodu, cytrynian amonowo-
zelazowy (III), czerwien fenolowa. Pozwala okres§li¢ zdolno$¢ do fermentacji cukrow,
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dekarboksylacji lizyny 1 wytwarzania siarkowodoru. Typowe kolonie pateczek Salmonella sp.
sg lekko przezroczyste z czerwonym brzegiem i czarnym centrum.

Pozywka BGA - z zielenig brylantowa, czerwienig fenolowa, laktoza, sacharoza. Paleczki
Salmonella nie fermentujg sacharozy i laktozy, nastepuje alkalizacja. Charakterystyczne
kolonie s3 koloru podloza (r6zowe) i otoczone jasno-czerwong strefa. Pozostale kolonie sg
biate.

Rys. Kolonie Salmonella Typhimurium na podtozu BGA.

Pozywka Hektoen’a - zawiera laktoze, sacharoze, salicyneg, sole zolciowe, tiosiarczan
sodu, cytrynian amonowo-zelazowy (II1) i kwasng fuksyne. Tiosiarczan sodu jest substratem
do produkcji H2S, ktory tworzy wspélnie z zelazem czarny precypitat. Typowe kolonie
pateczek Salmonella sp. sg barwy zielonej z lub bez czarnego $rodka.

Rys. Kolonie Salmonella Typhimurium na podtozu Hektoen’a.

Po 48godz. inkubacji w 37°C dokonuje si¢ wstepnej identyfikacji na podstawie wygladu
kolonii wyrostych na podlozach selektywnych. Z kazdej ptytki wybiera sie¢
5 charakterystycznych kolonii i posiewa izolacyjnie na podioze agar odzywczy, a nastepnie
wykonuje si¢ badania biochemiczne.
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PRZEDNAMMAZANIE
PROBKA ZYWNOSCI Inkubacja: 37°C/18£3godz.
25g(ml)
Wioda pegtonowa
{Z25ml)
NAMNAZANIE SELEKTYWNE
0,1 mi * * 1 mi
Inkubacja: 41,5°C/24+3godz. Inkubacjs: 37" C/24+3g0dz,

Pazywka RVS (10ml)  Pozywka KKTTn (10mi)

POSIEW MA POZYWKI ROZNICUJACE

Inkubacja: 37°C/24+3godz. . . @ Inkubacja: 37°C/4823godz.

Podioze XLD Podioze Hekioena Podloze BGA

PRZESIEW
CHARAKTERYSTYCZNYCH KOLONII

N 4

Inkubacja: 37°Ci48+3g0dz.

Podinze Agar adiywozy

{

BADANIA BIOCHEMICZNE

Rys. Schemat postepowania podczas wykrywania obecnosci Salmonella sp.
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Badania biochemiczne obejmuja:

- zdolno$é do fermentacji cukrow (glukoza, laktoza, sacharoza) i tworzenia H,S na agarze
trojcukrowym TSI. Agar tréjcukrowy TSI ma posta¢ stupkoskosow, posiewy wykonuje si¢
w dwojaki sposob: na powierzchni skosu i wglebnie. Po inkubacji dokonujemy obserwacji
fermentacji glukozy (barwa shipka), laktozy (barwa skosu), wytwarzania gazu (pecherzyki
gazu, porozrywany agar), oraz wytwarzanie H,S (barwa czarna). Interpretacja wynikow:

- slupek

barwa z6lta - fermentacja glukozy

barwa czerwona lub niezmieniona - brak fermentacji glukozy

barwa czarna - wytworzenie siarkowodoru

pecherzyki gazu lub rozerwany shupek — wytworzenie gazu z glukozy

- skos

barwa zélta - fermentacja laktozy i/lub sacharozy

barwa czerwona lub niezmieniona — brak fermentacji laktozy i sacharozy

Rys. Mozliwe reakcje zachodzace w podtozu TSI.

- wytwarzanie ureazy na pozywce Christensena — podloze zawiera ekstrakt drozdzowy,
KH,PO4, Na;HPO,4, mocznik, czerwien fenolowa. Jezeli po 24godz. hodowli nastgpita zmiana
barwy na amarantowy $wiadczy to o rozkladzie mocznika (obecno$¢ NH,OH)

- dekarboksylacja lizyny na pozywce z lizyna, ekstraktem drozdzowym, glukozg i purpura
bromokrezolowa. Po zaszczepieniu podioza, posiew nalezy zala¢ parafing, po czym wstawic¢
do inkubacji. Zawsze wykonujemy probe kontrolng. Drobnoustroje podczas wzrostu zuzywaja
glukoze, zakwaszajac podloze (zmiana barwy na z61t3), nastepnie zachodzi rozkiad
aminokwasow powodujacy wtorng alkalizacje 1 powrot do barwy fioletowej, podczas gdy
proba kontrolna jest barwy zotte;.

- wykrywanie B-galaktozydazy — stuzy do tego test krgzkowy nasgczony ONPG, ktory
w obecnos¢i B-galaktozydazy ulega rozszczepieniu do zwigzku o barwie zoltej. Test
wykonuije sie w probowce zawierajacej 0,1 cm® sterylnej wody, ktorg zaszczepia sie odrobing
hodowli, a nastgpnie umieszcza si¢ tam krazek testowy i poddaje inkubacji. 3-galaktozydaza
jest enzymem odpowiedzialnym za rozklad laktozy do glukozy i galaktozy.

- reakcja Vogues-Proskauera (VP) - po hodowli na pozywce Clarka dodaje si¢ 2 krople
KOH i roztworu keratyny oraz 3 krople roztworu 1-naftolu. Wytworzenie rézowego
zabarwienia §wiadczy 0 obecnosci acetoiny.
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- wytwarzanie indolu na pozywce z tryptofanem - po zaszczepieniu i inkubacji nalezy
zbada¢ obecno$¢ indolu za pomoca odczynnika Kovacsa. Powstanie czerwonej obraczki
swiadczy o obecnosci indolu.

Interpretacja wynikow:

Szczepy Salmonella sp.

Test Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Inne

Typhi Parathyphi A Parathyphi B Parathyphi C szczepy
TSI glukoza (tworzenie kwasu) + + + + +
TSI glukoza (tworzenie gazu) + + + +
TSI laktoza (tworzenie kwasu)
TSI sacharoza (tworzenie kwasu)
TSI siarkowodor + - + + +
Rozktad mocznika
Dekarboksylacja lizyny + - + + +
Wytwarzanie 3-galaktozydazy
Reakcja VP
Woytwarzanie indolu

3. Cronobacter sakazakii (Enterobacter sakazakii)
a. Charakterystyka

Cronobacter sakazakii jest Gram-ujemng paleczkg nalezgcg do bakterii z rodziny
Enterobacteraceae. Dobrze rozwija si¢ w temp. 37-41°C, jest wzglednym beztlenowcem. Jest
uwazana za patogen wieku noworodkowego, moze powodowac ciezkie zakazenia, takie jak
zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych noworodkéw lub martwicze zapalenie jelit.

b. Wystepowanie

Najczesciej izolowane z produktéw zywnosciowych przeznaczonych dla niemowlat,
takich jak mleko w proszku i zywno$¢ dietetyczna w proszku specjalnego przeznaczenia
medycznego przeznaczona dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy Wystepuja takze w glebie,
wodzie oraz warzywach. W zywnosci obecno$¢ C. sakazakii stwierdzono w serach, tofu,
herbacie, wedzonym migsie, mielonej wotowinie.

Dawka infekcyjna. Przyjmuje si¢, ze dawka infekcyjna wynosi okoto 10° komoérek
na gram.
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c. Wykrywanie

Oznaczanie obecnosci w zywnosci Cronobacter sakazakii obejmuje kilka etapow

przedstawionych na schemacie:

PRZEDNAMNAZANIE
Probka (10g ewentualnie 1g)+zbuforowana woda peptonowa (225cm? ewentualnie 9cm?)
Inkubacja: 37°C/18+2h

'

NAMNAZANIE SELEKTYWNE
Posiew z kazdej hodowli po etapie przednamnazania
0,1 cm® do pozywki Most z wankomycyng
Inkubacja: 44°C/24+2godz.

PRZESIEW NA POZYWKI ROZNICUJACE
Chromogenna pozywka agarowa
Inkubacja: 44°C/24+2godz.

|

POTWIERDZANIE
Wytwarzanie zottego pigmentu, wybor 5 typowych kolonii
Posiew na plytki z pozywka TSA
Inkubacja: 24°C/48+4godz.

'

IDENTYFIKACJA
Selekcja charakterystycznych kolonii z kazdej ptytki

BADANIA BIOCHEMICZNE

Rys. Kolonie Cronobacter sakazakii na podtozu chromogennym.

d. Badania biochemiczne obejmuja:

- test na wytwarzanie oksydazy - pobra¢ eza czg¢$¢ charakterystycznej kolonii, rozetrze¢
na bibule filtracyjnej nasaczonej odczynnikiem do wykrywania oksydazy, wynik jest
dodatni, jezeli w ciggu 10s barwa bibuty zmieni si¢ na fioletowa;

- test na wytwarzanie dekarboksylazy L-lizyny - zawiesi¢ kolonig w pozywce
do wykrywania dekarboksylacji L-lizyny, barwa fioletowa po inkubacji to wynik dodatni,
z6lta- ujemny;
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- test na wytwarzanie dekarboksylazy L-ornityny - zawiesi¢c koloni¢ w pozywce
do wykrywania dekarboksylacji L-ornityny, barwa fioletowa po inkubacji to wynik dodatni,
z6lta- ujemny;

- test do wykrywania hydrolazy L-argininy - zawiesi¢ koloni¢ w pozywce do wykrywania
hydrolizy L-argininy, barwa fioletowa po inkubacji to wynik dodatni, zotta- ujemny;

- fermentacja roznych cukrow

- wykorzystanie cytrynianu na pozywce Simmonsa - podloze to shuzy do réznicowania
bakterii wg ich zdolnosci do asymilowania cytrynianu jako jedynego zrodla wegla. Podloze
ma posta¢ skoséw, wykonuje si¢ posiew rysowy. Wzrost oraz zmiana barwy podloza
z zielonej na niebieskg wskazuje na wynik dodatni.

Interpretacja wynikow:

Procent szczepow Cronobacter

Test potwierdzajacy Wynik sakazakii wykazujacych reakcje
Wytwarzanie zottego pigmentu + >99
Oksydaza - >99
Dekarboksylaza L-lizyny - >99
Dekarboksylaza L-ornityny + +90
Hydrolaza L-ornityny + >99

Zakwaszenie w wyniku:
fermentacji D-sorbitolu - +95
fermentacji L-ramnozy + >99
fermenacja D-sacharozy + >99
fermentacja amygdaliny + >99
hydrolizy D-meliobiozy + >99
hydrolizy cytrynianu + >05

4. Enterotoksyny gronkowcowe
a. Charakterystyka

Za produkcje enterotoksyn najczesciej odpowiedzialne sg szczepy Staphylococcus aureus.
Enterotoksyny gronkowcowe sa cieptostabilne, dobrze rozpuszczalne w wodzie i1 roztworach
soli, nie rozkladaja si¢ podczas gotowania. Jak dotad zidentyfikowano 7 enterotoksyn
o réznych typach serologicznych 1 okreslono je za pomoca symboli A, B, C1,2,3,D, E.

b. Wystepowanie

Wedhlug obecnie obowigzujacych norm zaleca si¢ badanie obecnosci enterotoksyny
gronkowcowej w serach, mleku w proszku, serwatce w proszku. Do produktoéw podejrzanych
0 obecnos¢ toksyn gronkowca nalezg takze: migso, drob, puszkowane pieczarki, makarony,
produkty piekarskie, jaja i majonez.
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Wykrywanie

Wykrywanie toksyn obejmuje techniki serologiczne jak i genetyczne, np. wykrywanie
enterotoksyny A za pomoca bioluminescencyjnego testu immunologicznego. Do metod
serologicznych nalezy test ELISA oraz testy lateksowe (RPLA). Ostatnio proponowane
sa takze analizy z uzyciem biosensorOw i1 powierzchniowego rezonansu plazmowego.

Wprowadzane sg réwniez metody molekularne z zastosowanie elektroforezy SDS-PAGE.

5. Alternatywne metody wykrywania wskaznikow bezpieczenstwa Zywnosci

W ostatnich latach dokonano znacznego postepu w zakresie metod wykrywania Listeria
monocytogenes, Salmonella sp. i enterotoksyn gronkowcowych w zywnosci. Obecnie oprocz
tradycyjnych metod hodowlanych wystepuja szybkie metody alternatywne pozwalajace

wyraznie skroci¢ czas analizy:

Tecra Unique Salmonella, Tecra Unique Listeria, Tecra Unique Staphylococcal
Enterotoxin — testy stuza do szybkiego wykrywania patogenow in vitro. Test zawiera
zestawy probowek z odczynnikami, ktore sg gotowe do uzycia. Zasada testu opiera si¢
na reakcji immunoenzymatycznej. Jednoznaczny pozytywny lub negatywny wynik
uzyskuje si¢ po 22godz.

API Listeria, APl 20E (do wykrywania paleczek z rodziny Enterobacteriaceae, m.in.
Salmonella sp.) - biochemiczny szereg identyfikacyjny, na ktory skladajg sie
mikroprobowki zawierajace odwodnione substraty. Do kazdej mikroprobowki
wprowadza si¢ zawiesing bakteryjng, ktora rozpuszcza substrat. Reakcje biochemiczne
zachodzace w czasie inkubacji powoduja zmiany zabarwienia, powstale samoistnie
lub po dodaniu odczynnika wskaznikowego. Odczytu wynikow dokonuje si¢
w oparciu o program komputerowy Api Web Plus.

mini Vidas/Vidas — testy Vidas sthuizg do wykrywania antygenéw na zasadzie
immunoenzymatycznej z ostatecznym odczytem fluorescencyjnym (ELFA),
przeprowadzonym przy uzyciu immunoanalizatora VIDAS. Wszystkie etapy reakcji
przebiegajg automatycznie w immunoanalizatorze mini Vidas. Po zakonczeniu analizy
wyniki podlegaja automatycznej analizie przez komputer, wyliczana jest wartos$¢ testu
1 drukowany jest wynik dla kazdej probki. Test pozwala na wykrywanie w zywnosci
Listeria monocytogenes (LMO), Salmonella sp. (SLM), enterotoksyn gronkowcowych
(SET).

PCR — technika PCR polega na selektywnym powielaniu (amplifikacji) fragmentow
DNA w warunkach in vitro. Testy PCR sa bardzo czule i pozwalaja na wykrywanie
nawet S$ladowych ilosci DNA. Wysoka czulos¢, szybko§¢ oraz mozliwose
zastosowania reakcji PCR do wykrywania 1 identyfikacji patogendw bez koniecznosci
weczesniejszej ich izolacji z badanego materiatu
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Czes¢ praktyczna, ¢w.12

1. Wykona¢ posiewy potwierdzajace z ¢wiczenia nr 11
a) posia¢ charakterystyczng koloni¢ z podloza VRBG na agar odzywczy i stupek
z glukoza 1 purpurg bromokrezolowa (0znaczanie obecnosci pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae),
b) posia¢ hodowlg z podloza Giolitti-Cantoni na wskazane podloze roznicujgce
(oznaczanie obecnos$ci gronkowcow koagulazo-dodatnich)
2. Odczyt wynikow oznaczenia liczby Escherichia coli w materiale badanym
3. Oznaczanie obecnosci Salmonella sp. w zywnosci, posiewy demonstracyjne
4. Oznaczanie obecnosci Listeria monocytogenes. w zywnosci, posiewy demonstracyjne

Czes¢ praktyczna, ¢w.13

1. Wykona¢ test na oksydaze celem potwierdzenia obecnos$ci pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae w badanym materiale.

2. Odczyt wynikéw oznaczania obecnosci gronkowcow koagulazo-dodatnich

3. Podsumowanie ¢wiczen na temat wskaznikoéw higienicznych i wskaznikéw
bezpieczenstwa zywnosci — kolokwium.

UWAGA!
Na éwiczenie 14 nalezy przyniesc: lyzke stolowa, widelec, kubek, talerz, deske do
krojenia (po jednej sztuce na stanowisko).
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