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Szanowni Panstwo!

Mam nadzieje ,ze artykuty, ktore zamiescilismy w numerze
15. ,Aktualnosci Industry”, spetnia Pafistwa oczekiwania.
Bardzo prosimy o opinie, ktére beda dla nas wskazaniem,
co powinnismy zmieni¢ w przysztosci i jakie tematy sa dla
Panstwa wazne.

Przedstawiamy Panstwu kolejne produkty firmy AESChemunex,
ktére weszty do naszej oferty. Cytometry przeptywowe prze-
znaczone do badania jatowosci lub liczenia drobnoustrojow
w zywnosci, farmaceutykach i kosmetykach. Wykorzystanie
cytomerow: BactiFlow ALS, D-Count i ChemScan RDI jako
czes¢ procesu produkcyjnego skraca czas oczekiwania na
wyniki badan surowcow i gotowych produktéw do 24. go-
dzin.

Prezentujemy nowe wytyczne w zakresie wykorzystania i sto-
sowania pozywek mikrobiologicznych.

Moéwimy na temat enterotoksyny gronkowcowej bedacej
przyczyna wielu zatru¢ pokarmowych.

W 15. numerze ,Aktualnosci Industry” znajdziecie Panstwo
artykut na temat wykorzystania systemu Tempo do oznacza-
nia liczby drozdzy w wybra-

nych fermentowanych

produktach mleczarskich.

Szanowni Panstwo,
uprzejmie informujemy, ze
od 01.06.2013 nie beda
dotaczane do przesytek cer-
tyfikaty kontroli jakosci w for-
mie wydrukowane;.
Certyfikaty kontroli jakosci
dla naszych produktéw sa
dostepne w formie elektro-
nicznej na stronie
www.mybiomerieux.com.
Aby uzyska¢ dostep do da-
nych biblioteki, nalezy sie za-
rejestrowac na www.mybiomerieux.com:
- na stronie gtéwnej w prawym gérnym rogu mozna wybrac
jezyk polski,
- klikna¢ w ,ZArOZ KONTO".
Po wypetnieniu wszystkich wymaganych pdl, otrzymacie
Panstwo wiadomos¢ elektroniczng z potwierdzeniem loginu
I hasta.

Dorota Pawluch
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Nowe wytyczne w zakresie
wytwarzania i stosowania
pozywek mikrobiologicznych

Krzysztof Kwiatek', Dorota Pawluch?

' Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy, Putawy

2 bioMérieux Polska Sp. z 0.0

Jakos¢ pozywek mikrobiologicznych stosowanych
w roznego rodzaju badaniach laboratoryjnych, a wiec
i wiarygodnos¢ otrzymanego wyniku, uzalezniona
jest od wielu czynnikow, a w szczegdlnosci od jakosci
poszczeg()lnych sktadnikdw i substancji stosowanych,
poprawnosci procedur przygotowania czy odpowied-
niego procesu pakowania i przechowywania. Wy-
twdrca pozywek lub laboratorium je przygotowujace
muszg zapewni¢, ze gotowa do uzycia pozywka od-
powiada pod wzgledem cech fizycznych, chemicz-
nych i biologicznych okreslonemu standardowi.
Zatem wdrozony system jakosci w laboratorium po-
winien zapewniac otrzymanie odpowiednich cech
wytworzonej i uzywanej w badaniach pozywki w za-
kresie parametrow ogolnych i hodowlanych. Stad
obecne dazenie w skali miedzynarodowej do stan-
daryzacji metod badan mikrobiologicznych. Chodzi
bowiem o opracowanie, a nastepnie zastosowanie
w praktyce laboratoryjnej jednolitych metod badan
mikrobiologicznych, odpowiednich dla réznego ro-
dzaju matryc, dajacych powtarzalne oraz wiarygodne
wyniki. W efekcie pozwoli to, aby byty one poréwny-
walne w przypadku wykonywania badan tej samej
prébki w réznych laboratoriach niezaleznie od miejsca
czy kraju. W rezultacie powinno to pozwoli¢ na wiary-
godna, petna i szybka identyfikacje czynnikow zagro-
zen mikrobiologicznych wystepujacych w zywnosci,
paszach i wodzie oraz ufatwia¢ podejmowanie coraz
bardziej obiektywnych decyzji producenckich i admi-
nistracyjnych przez organy kontrolne.

Standaryzacja metod wytwarzania,
stosowania i kontroli jakosci pozywek

Wyrazem dazenia do dalszej optymalizacji wytwarzania
i harmonizacji metod kontroli jakosci stosowanych pozy-
wek jest ostatnio opracowany oraz poddany procedurze
gtosowania projekt normy ISO/DIS 11133-1:2012 pt.: Mic-
robiology of food, animal feed and water — Preparation,
production, storage and performance testing of culture
media. ,Mikrobiologia zywnosci i pasz — Przygotowywanie,
wytwarzanie, przechowywanie i kontrola jakosci pozywek”.
Gtosowanie nad niniejszym projektem trwato do 2 stycz-

nia 2013 roku i zakonczyto sie przyjeciem projektu do
publikacji. Norma ISO/DIS 11133 zawiera ogolng termi-
nologie odnoszaca sie kontroli pozywek stosowanych
w badaniach mikrobiologicznych zywnosci, pasz oraz
wszystkich rodzajow wody. Ponadto podaje w sposéb
kompleksowy wytyczne systemu kontroli jakosci i wymagan
W procesie przygotowywania oraz stosowania pozywek
w badaniach laboratoryjnych. Podobnie jak, w poprzed-
nich wydaniach norm z tego zakresu, okreslono, ze po-
dane wymagania majg zastosowanie do kategorii pozywek
wykorzystywanych w laboratoriach, ktére sa przygotowy-
wane i/lub uzywane podczas wykonywania analiz mikro-
biologicznych, a mianowicie:
— gotowych do uzycia pozywek wytworzonych w celach
handlowych;
— pozywek wymagajacych upltynnienia, uzupetnienia i roz-
lania;
— pozywek przygotowanych z dostepnych na rynku su-
chych pétproduktow;
— pozywek przygotowanych z pojedynczych sktadnikow.

Dla celéw niniejszej normy podano szereg ujednoliconych
terminéw i definicji zwigzanych z wytwarzaniem i kontrola
pozywek. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w omawianej
normie podano szereg definicji dla réznych rodzajow po-
zywek, poczawszy od definicji ogdlnej co to jest pozywka,
poprzez pozywki klasyﬁkowane na podstawie skfadu, kon-
systencji, sposobu uzycia i przygotowania, a skonczyvvszy
na pozywce referencyjne;.

Terminologia pozywkarska

Omawiana norma w rozdziale 3 zawiera ogdlna termino-
logie odnoszaca sie do systemu zapewnienia jakosci przy-
gotowywanych pozywek stosowanych w badaniach
mikrobiologicznych produktow spozywczych, pasz i wody.

Wart podkreslenia jest fakt, ze w prezentowanej normie

podano bardzo istotng z praktycznego punktu widzenia

praktycznego klasyfikacje i definicje dotyczace drobnou-

strojow testowych, a mianowicie co to jest:

— organizm testowy (ang. test organism) — jest to drobnou-
stroj ogdlnie stosowany do kontroli przydatnosci pozywek;



— szczep referencyjny — (ang. reference strain) - drob-
noustroj otrzymany bezposrednio z uznanej kolekgcji
szczepow, ktdra znajduje sie na liscie Swiatowej Fede-
racji Kolekgji Szczepéw (ang. World Federation of Cul-
ture Collections) lub Europejskiej Organizacji Kolekdji
Szczepéw (ang. European Culture Collections Organi-
sation), okreslony przynajmniej co do rodzaju i ga-
tunku, skatalogowany i opisany pod wzgledem cech,
przy jednoczesnym wskazaniu preferowanego zrodta
pochodzenia, takiego jak zywnos¢ lub woda, jezeli to
ma zastosowanie;

— szczep macierzysty (ang. reference stock) — szczep
macierzysty - zestaw odrebnych, identycznych szcze-
pow, uzyskanych w laboratorium z pierwszego pasazu
szczepu referencyjnego otrzymanego z laboratorium
lub tez od dostawcy;

— kultura macierzysta (ang. stock culture) - pierwsza kul-
tura otrzymana ze szczepu referencyjnego;

— kultura robocza (ang. working culture) — jest to kultura
uzyskana ze szczepu referencyjnego lub szczepu ma-
cierzystego lub materiatu referencyjnego, certyfikowana
lub nie certyfikowana.

Ponadto w omawianym dokumencie zdefiniowano, ze
materiat referencyjny to materiat zawierajacy okreslona
liczbe mozliwych do ozywienia drobnoustrojow, réwno-
miernie rozmieszczonych, o stabilnej liczbie. Certyfiko-
wany materiat referencyjny to materiat, w ktérym liczba
drobnoustrojéw jest potwierdzona odpowiednim certyfi-
katem.

Pozywki gotowe do stosowania

W rozdziale 4 norma podaje wytyczne dotyczace zapew-

nienia jakosci pozywek w czasie ich przygotowania i sto-

sowania. W pierwszej kolejnosci okreslono, ze w systemie

zapewnienia jakosci zaleca sie, aby wytworca lub produ-

cent pozywek udostepnit klientowi nastepujace dane:

* nazwe pozywki, pojedyncze sktadniki i suplementy oraz
kody tych produktow;

» karte specyfikacji technicznej;

» informacje o zasadach bezpieczenstwa i/lub zagroze-
niach, o ile jest to konieczne;

= numer partii/serii;

» docelowy odczyn pH kompletnej pozywki przed zasto-
sowaniem;

» informacje dotyczace przechowywania i przydatnosci
do stosowania;

= certyfikat kontroli jakosci i nazwe uzytych organizmdw
testowych;

= wyniki testow kontrolnych w zakresie przydatnosci po-
zywki z uwzglednieniem kryteriéw ich akceptacji.

W procesie akceptacji produktéw przy dostawie dla kazde;
partii produktu (sktadnik lub pozywka) nalezy sprawdzi¢ na-
stepujace dane: znaki identyfikacyjne produkty, integralnos¢
opakowania, date waznosci produktu i dotaczong dokumen-
tacje. Ponadto nalezy zapisac¢ date otrzymania produktu.
W trakcie przechowywania pozywek we wszystkich sytua-
cjach postepowac zgodnie z instrukcja producenta, dotyczaca
warunkdw przechowywania, daty waznosci i stosowania.

Zarzadzanie jakoscia, kontrola gotowych do
uzycia i suchych pozywek oraz suplementow

W przypadku stosowania gotowych, dostepnych w handlu
pozywek nalezy przestrzegac instrukcji producenta w za-
kresie warunkéw przechowywania, przydatnosci do uzycia
i stosowania.

Pozywki suche dostarczane sg w szczelnie zamknietych
pojemnikach w postaci suchego proszku lub granulatu.
Suplementy majace wiasciwosci selektywne lub sub-
stancje diagnostyczne dostarczane sa w postaci zliofili-
zowanej lub ptynnej. Jednak zaleca sig, aby zakupy byty
planowane w sposéb zapewniajacy obrét w magazynie
zgodnie z zasada ,pierwsze przyszto — pierwsze wyszto
(first in — first out)”. W ramach prowadzonej gospodarki
magazynowej pozywek nalezy sprawdzi¢ szczelnos¢
opakowania, zapisa¢ date pierwszego otwarcia i oceni¢
wizualnie zawarto$¢ otwartego opakowania. Szczegol-
nie po otwarciu nowego pojemnika jako$¢ pozywki za-
lezy od warunkéw przechowywania. Na utrate jakosci
suchej (odwodnionej) pozywki wskazuje zmiana kon-
systencji sproszkowanej pozywki, jej jednorodnosci, wy-
stepujace zbrylenia czy zmiana zabarwienia. Kazda
sucha pozywka, ktora wchtoneta wilgo¢ lub wykazuje
jakiekolwiek zmiany fizykochemiczne, powinna by¢ wy-
brakowana.

Ogolne zasady przygotowania pozywek
w laboratorium

W rozdziale 4.3 omawianej normy stwierdzono, ze wia-
ciwe przygotowanie pozywki jest jednym z najwazniej-
szych etapéw badania mikrobiologicznego i nalezy
zwracac na to baczng uwage. W szczegolnosci nalezy
zadba¢ o przestrzeganie zasad dobrej praktyki labora-
toryjnej (GLP) oraz zalecen producenta pozywki w za-
kresie postepowania z suchymi pozywkami i innymi
sktadnikami, zwtaszcza tymi zawierajgcymi niebez-
pieczne materialy, takie jak sole zéfci czy inne selek-
tywne czynniki.

Przygotowywanie suplementow stosowanych
w procesie sporzadzania pozywek

W normie podkreslono, ze nie mozna stosowac suple-
mentdw po uptywie okresu trwatosci okreslonym przez
producenta. W przypadku roztworéw roboczych anty-
biotykdéw nalezy zuzy¢ je tego samego dnia. W pew-
nych warunkach roztwory antybiotykéw mogg byc¢
przechowywane w stanie zamrozenia, ale po rozmro-
zeniu nie moga by¢ one ponownie zamrazane. Zaleca
sie, aby stopien potencjalnej utraty aktywnosci antybio-
tykéw w trakcie mrozenia byt ustalony z producentem
lub okreslony przez uzytkownika. Wyprodukowane su-
plementy zawierajace substancje toksyczne, szczegol-
nie antybiotyki, powinny by¢ traktowane z ostroznoscia
w celu unikniecia pylenia sie, co moze powodowac
reakcje alergiczne u personelu laboratorium podczas
przygotowywania roztworéw. Podczas przygotowywania
roztworow nalezy zastosowac wszelkie $rodki ostrozno-
$ci i postepowac zgodnie z zaleceniami producenta.



Zasady przechowywania i okreslania trwatosci
przygotowanych pozywek

Okres trwatosci pozywek mikrobiologicznych jest zrézni-
cowany w zaleznosci od rodzaju i warunkéw przechowy-
wania. Okreslone warunki i okresy trwatosci moga by¢
zawarte w odpowiednich normach miedzynarodowych i
krajowych. Pozywki nalezy przechowywac w warunkach
zapobiegajacych wystapieniu jakichkolwiek modyfikacji ich
sktadu, chronigc przede wszystkim przed $wiattem, od-
wodnieniem oraz — jezeli to konieczne — przechowywac
w lodéwce w temperaturze 5°C + 3°C. Na ogdt zaleca
sig, aby nie przechowywac¢ ptytek z rozlang pozywka dtu-
zej niz 2 do 4 tygodni, natomiast w przypadku pozywek
rozlanych do butelek lub probéwek okres ten wynosi od
3 do 6 miesiecy, jezeli nie jest to inaczej podane w od-
powiednich normach. Na podstawie wynikéw laboratoryj-
nych badan walidacyjnych trwatosci czas przechowywania
pozywek moze by¢ wydtuzony. Zaleca sig, aby pozywki,
do ktérych zostaty dodane niesta-
bilne suplementy, byty uzyte w
dniu ich przygotowania. Inne
okresy moga by¢ stosowane w
przypadku istnienia zapiséw w
odpowiednich normach lub gdy
wykazano w laboratoryjnych ba-
daniach walidacyjnych dtuzszy
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okres trwatosci. Zaleca sie, aby

state pozywki zawierajgce che-

micznie reaktywne i/lub niestabilne substancje nie byly
przechowywane na zapas w magazynie przed uptynnie-
niem. Zaleca sig, aby dla kazdej pozywki przeznaczone;j
do przechowywania byta ustalona zwalidowana data trwa-
tosci/przydatnosci. Obserwowac nalezy rowniez wszelkie
zmiany zabarwienia pozywki, oznaki jej parowania/od-
wodnienia lub wzrost drobnoustrojow. Partie pozywek wy-
kazujace takie zmiany nie powinny by¢ stosowane w
badaniach. Przed uzyciem lub dalsza obrobka cieplng za-
leca sie wyréwnanie temperatury pozywki z temperatura
otoczenia.

W przypadku pozywek gotowych nalezy przestrzegac za-
lecen producenta w zakresie przechowywania, okresu
trwatosci i stosowania.

=

Przygotowanie statych pozywek agarowych
na plytkach Petriego

Agar rozlewac¢ na ptytki w taki sposob, aby grubosc
warstwy pozywki wyniosta przynajmniej 3 mm (do pty-
tek Petriego o $rednicy 90 mm zazwyczaj wlewa sie
od 18 do 20 ml agaru). Plytki przykry¢ wieczkami i po-
zostawi¢ do zestalenia na wypoziomowanej chtodnej
powierzchni. Jezeli ptytki sg przechowywane lub inku-
bowane dtuzej niz 72 h lub w temperaturze powyzej
40°C, rozlewac wiekszg objetos¢ pozywki. W czasie in-
kubacji posiewéw dochodzi nieuchronnie do utraty
wody z pozywki agarowej, co w pewnych sytuacjach
moze wptywac¢ na wzrost drobnoustrojéw. Waznym
elementem GLP jest to, aby natychmiast po przygoto-
waniu zuzy¢ pozywke agarowa lub zapewnic takie wa-
runki przechowywania, ktére chronia ja przed zmiana
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sktadu, tj. przechowywa¢ w ciemnosci i/lub w chto-
dziarce w temperaturze 5°C + 3°C w szczelnych to-
rebkach.

Kontrola jakosci pozywek

Do parametrow jakosciowych o charakterze hodowlanym
stosowanych w prowadzonych w zakresie tzw. kontroli
szczegdtowej zaliczy¢ nalezy: jatowos¢, zyznose, selektyw-
nos¢, specyficznos¢ cech biochemicznych i fizjologicznych
i cechy umozliwiajgce prowadzenie badan w kierunku
obecnosci substancji hamujacych.
Kontrola wiasciwosci fizycznych pozywek w laboratorium
obejmuje nastepujace parametry: pomiar odczynu pH w
temperaturze 20-25°C, pomiar objetosci rozlanej pozywki
lub grubos¢ warstwy agarowej, wyglad zewnetrzny, zabar-
wienie, stopien ujednolicenia skfadu, ocene przejrzystosci,
wystepowanie optycznych artefaktow, zbadanie sity zelu-
jacej, konsystendji i wilgotnosci pozywek agarowych.

Dla oceny jakosci pozywek i sktad-

nikéw pozywkarskich w zakresie

zapewnienia  warunkéw  do
wzrostu stosuje sie ocene ilo-

Sciowg i ocene jakosciowa. Dla

metod ilosciowych zaleca sie,

azeby dodatkowo stosowac spe-
cjalng, referencyjng pozywke.

Przy prowadzeniu oceny jako-

Sciowej stosowanie pozywki refe-

rencyjnej pomaga w interpretacji wyniku.

Wyrazem kompleksowego podejscia do kwestii zapew-

nienia jakosci wytwarzanych pozywek sa dotagczone ane-

ksy do normy ISO/DIS 11133/2012, a mianowicie:

1. Aneks A — Nazewnictwo sktadnikéw pozywek w nor-
mach z zakresu badania zywnosci, pasz i
wody.

2. Aneks B — Schemat przygotowywania szczepu macie-
rzystego i kultury roboczej.

3. Aneks C — Schemat przeptywowy metod jakosciowych
i ilosciowych badania jakosci pozywek.

4. Aneks D — Przyktadowa karta do rejestrowania wyni-
kow kontroli pozywek w laboratorium.

5. Aneks E — Drobnoustroje testowe do oceny pozywek
powszechnie stosowanych w mikrobiologii
Zywnoscl.

6. Aneks E — Drobnoustroje testowe do oceny pozywek
powszechnie stosowanych w mikrobiologii
wody.

7. Aneks F — Stosowanie kart kontrolnych do monitoro-
wania oceny ilosciowej statych pozywek.

8. Aneks H — Zapewnienie jakosci pozywek.

Reasumujac mozna stwierdzic, ze proponowane do wdro-
zenia wytyczne stanowig dobra podstawe do dalszego
postepu w zakresie doskonalenia systemu zapewnienia
jakosci stosowanych pozywek mikrobiologicznych i pod-
noszenia poziomu wiarygodnosci wyniku badania labora-
toryjnego.

Pismiennictwo u Autora.
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Czuta analiza w kilka minut

Zwolnienie napojow dzieki

automatycznym cytometrom przeptywowym

Obecnie w dobie szybkich analiz, bezpieczne i szybkie zwolnienie produktow staje sie coraz bardziej znaczacym

czynnikiem.

Z uwagi na to, ze klasyczna mikrobiologia ograniczona jest stopniem wzrostu mikroorganizméw na podtozach
hodowlanych, mikrobiologiczne systemy szybkich analiz w ciagu ostatnich pieciu lat cieszyly sie coraz wigekszym
zainteresowaniem. GETRANKEINDUSTRIE przeprowadzito wywiad z Elke Karches, liderka dziatu mikrobiologii w
Eckes-granini, w kontekscie zastosowania automatycznych cytometréw przeptywowych do zwalniania badanych

wyrobow gotowych.

GETRANKEINDUSTRIE: Jakie byly powody, dla ktérych
Eckes-granini zakupito szybki system mikrobiologicznych
analiz w zapewnieniu jakosci?

Elke Karches: Z powodu nowej strategii marketingowej
oraz zmieniajacych sie wymagan klientdw na poczatku 2004
roku zmieniono opakowania produktéw Eckes-granini z tra-
dycyjnych butelek na nowoczesne butelki PET.
Podstawa tej zmiany jest nowa technologia napetniania
wymagajaca aseptycznych warunkdéw pracy. W przeciw-
ienstwie do tradycyjnego, cieptego napetniania, asep-
tyczne, zimne napetnianie nie zabezpiecza przeciw
zanieczyszczeniom przez oddziatywanie termiczne.
Oznacza to, ze kazde zanieczyszczenie mikrobiologiczne
moze powodowac zepsucie produktu. Oprécz komple-
ksowych badan kontrolnych w czasie produkgji, badania
mikrobiologiczne procesu produkcyjnego oraz wyrobéw
gotowych odgrywaja kluczowa role w ocenie higieny za-
kfadu produkcyjnego. Aby moc jak najszybciej wydawac
atesty dotyczace jatowosci, zdecydowalismy sie na wdro-
zenie systemu szybkiej analizy mikrobiologicznej razem
z instalacja linii PET.

Gl: Dlaczego zdecydowaliscie sie na wdrozenie systemu
D-Count firmy Chemunex?

Karches: ChcieliSmy aby szybkie metody badan spetniaty

nastepujace wymogi:

— w pelni automatyczne badanie probek,

— wykrywanie mozliwie niskich poziomdéw zanieczyszczen,

— wykrywanie wszystkich mikroorganzimoéw, ktére moga
powodowac zepsucie produktuy,

— pewnos¢ i odtwarzalnos¢ wynikow.

Badania pordwnawcze réznych systemow dostepnych na
rynku wykazaly, ze D-Count jest najlepszym systemem
spefniajagcym nasze wymagania.

Gl: Jak przebiegat proces wprowadzenia systemu szyb-
kich analiz mikrobiologicznych? Jakie aspekty nalezy roz-
wazy¢ przed | w trakcie instalagji?

Karches: W kazdym przypadku metoda powinna by¢ wa-
lidowana w poréwnaniu z metodg stosowang wczesniej.
W tym celu wykonano prace badawcza w Eckes-granini.
Badane produkty kontaminowano réznymi drobnoustro-
jami, nastepnie wykonano analize polegajaca na wykryciu
wzrostu mikroorganizméw z zastosowaniem metod kla-
sycznych oraz z uzyciem cytometru. Poniewaz wykazano
dobra zgodnos¢ wynikow, metoda mogta by¢ wybrana
jako standardowa w badaniach.

D-Count jest automatycznym cytometrem przepfywowym przeznaczonym do laboratoriéw o sredniej i duzej przepustowosci prébek.



W petni zautomatyzowany
cytometr przeptywowy

Oferowany przez firme Chemunex system D-Count® przeznaczony do mi-
krobiologicznego zwalniania napojéw oraz wsadéw owocowych, bedac w
petni zautomatyzowanym cytometrem przeptywowym, zapewnia automa-
tyczne przygotowanie probki, prostote obstugi, bardzo czuta analize ilosciowg
w czasie kilku minut .Zasadniczo czas zwolnienia produktu jest zredukowany
0 dwa do pieciu dni.

Cytometry przeptywowe umozliwiajg badania wszystkich produktow gazowa-
nych - napojéw zawierajacych wsady owocowe, jak réwniez napojow alko-
holowych - zasadniczo bez interferencji pochodzacej od produktu. Poza tym
metoda ta wykrywa rowniez zywe mikroorganizmy, ktére nie wzrastaja na od-
powiednich podtozach hodowlanych (zywe, ale nie dajace sie hodowac).

System automatycznie znakuje mikroorganizmy obecne w produkcie za po-
mocg opatentowanego markera Fluorassure, ktdry zapewnia wiarygodne roz-
réznienie pomiedzy zywymi a martwymi komaorkami.

Po wyznakowaniu mikroorganizmoéw prébka jest automatycznie wstrzykiwana
do przeptywu w Swietle lasera w automatycznym cytometrze przeptywowym.
Tutaj wyznakowane mikroorganizmy przeptywaja jeden po drugim w strumie-
niu $wiatfa lasera i s wykrywane przez czute fotodetektory. Nastepnie wyniki
analizy podawane sa jako komorki na gram lub mililitr.

Obecnie w branzy napojéw w D-Count® stosowane sg nastepujace aplikacje:
Zwolnienie po produkiji:
Wykrywanie drozdzy i bakterii w napojach poddawanych filtracji 48 godzin

Wykrywanie drozdzy w napojach poddawanych filtraji 22 godziny
Wykrywanie ogolnej liczby drobnoustrojow w napojach

niepoddawanych filtragji 72 godziny
Wykrywanie ogolnej liczby drobnoustrojow w koncentratach 48 godzin
Badania jatowosci w produktach UHT 48 godzin
Wykrywanie ogdlnej liczby drobnoustrojow w wodzie 30 minut
Specyficzne wykrywanie Enterobacteriaceae w wodzie 10 minut

Specyficzne wykrywanie Alicylobacillus w wodzie i koncentratach 48 godzin

Wydajnos¢ automatycznego cytometru przeptywowego pozwala na wykona-
nie od 250 do 1000 analiz w ciagu jednej zmiany roboczej, zaleznie od rodzaju
aplikacji. System moze by¢ obstugiwany przez jedng osobe.

Duzg zaletq takiego podejscia byto to, ze badania z uzy-
ciem nowego urzadzenia wykonywane byly przez osobe,
ktéra na co dzien nie jest zwigzana z pracg w laborato-
rium. Pozwolito to na wysuniecie obiektywnych wnioskow
z doswiadczen, ktore mogly by¢ nastepnie przekazane
innym uzytkownikom. Testowana metoda byta walido-
wana, zanim dokonano instalagji linii PET. Dzieki temu po-
czatkowe problemy mogty by¢ rozwigzane na samym
poczatku badan, jak rowniez mozliwe byto sprawdzenie

cytometru w rutynowej pracy.

Gl: W jakich sektorach produkcji D-Count posiada
najwieksze zalety?

Bactiflow, jest pétautomatycznym, najlepszym rozwiqzaniem dla ma-

fych i srednich serii.

Karches: Obecnie zastosowanie wspomnianych testow
jest ograniczone do badania wyrobdw gotowych. W kon-
tekscie przysztego rozwoju testujemy bardzo duza liczbe
aplikacji .

Gl: W jaki sposéb metoda jest stosowana i jak wplywa
ona na zwolnienie produktu?

Karches: Dzieki badaniom sprawdzajgcym, ktore zostaty
opracowane w kontekscie wspomnianej wczesniej pracy
naukowej, wykazano ze nawet wolno-rosngce drobnou-
stroje moga by¢ wykryte. Proby sg inkubowane w warun-
kach tlenowych przez 72 godziny, nastepnie poddawane
sq badaniom w D-Count i jesli wyniki sg ujemne, produkty
moga by¢ natychmiast zwolnione. W ten sposéb nasza
firma zyskuje okoto pieciu dni w poréwnaniu z tradycyjna
metoda ptytkowa.

Gl: Czy stosujecie Paristwo réwnolegle klasyczng metode
badar na podfozach hodowlanych?

Karches: Na poczatku wykonywane byty badania poréw-
nawcze na ptytkach i réwnolegle z uzyciem cytometru.
Z powodu zgodnosci wynikdw oraz zwigkszajacej sie pew-
nosci wynikdw uzyskiwanych w badaniach z uzyciem cy-
tometru moglismy zrezygnowac z badan klasycznych.

Gl: Czy widzi Pani zalety nowej metody tylko w zapew-
nieniu jakosci, czy sq tez zalety dla firmy jako catosci?

Karches: Dzigki wynikom z szybkiej analizy mikrobiolo-
gicznej mozliwa byfa redukcja czasu kwarantanny, co przy-
czynito sie do zwiekszenia przestrzeni magazynowej,
réwnoczesnie zapewniajac staty, krétki czas dostawy. Jed-
noczesnie wyniki z analizy mikrobiologicznej, ktére moga
by¢ traktowane jako czuty czujnik w czasie rzeczywistym,
dostarczaja informacje odnosnie higieny procesu napet-
niania.

Gl: Mrs. Karches, dziekuje bardzo za rozmowe.
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Oznaczanie liczby drozdzy

w wybranych fermentowanych
produktach mleczarskich

Z wykorzystaniem systemu

TEMPO® YM

Alina Kunicka-Styczynska', Jacek Charlinski

" Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £ddzkiej

2 bioMérieux, Polska

Wprowadzenie

Maslanki sa chetnie spozywane przez konsumentdw, a ich
udziat w segmencie produktéw mleczarskich jest coraz
wigkszy. W celu poprawy atrakcyjnosci producenci oferuja
maslanki smakowe, zawierajace aromaty i wsady owo-
cowe lub czekoladowe. Produkty tego rodzaju z punktu
widzenia analizy mikrobiologicznej stanowiag stosunkowo
trudng matryce. Typowa, charakterystyczng mikrobiote
mlecznych napojow fermentowanych tworza bakterie fer-
mentacji mlekowej. Rownoczesnie moga wystepowac
bakterie z grupy coli, a monitorowanie obecnosci tych
ostatnich stanowi cze$¢ oceny czystosci sanitarnej zywno-
$ci. Produkty te moga takze zawierac grzyby mikrosko-
powe. Drozdze i plesnie wprowadzane sg gtownie z
wsadami owocowymi, a dodatki stodzace i czekoladowe
moga by¢ zanieczyszczone grzybami osmofilnymi lub
osmotolerancyjnymi. Zarowno drozdze, jak i plesnie, sta-

nowia niepozadane elementy tego ukfadu mikroorganiz-
mow, a ich obecnos¢ moze ujawniac sie nawet pod dtu-
gim okresie przechowywania produktéw w warunkach
chtodniczych.

Poziom drozdzy i plesni w produktach spozywczych jest
jednym z kluczowych wskaznikow jakosci mikrobiologicz-
nej Ql (ang. Quality Indicators). Ze wzgledu na znacznie
dtuzszy czas generacji grzybéw w poréwnaniu do czasu
generacji bakterii, wykrycie ich obecnosci trwa od 3 do 5
dni. Standardowe ptytkowe metody analizy mikrobiolo-
gicznej umozliwiaja podanie osobno liczby drozdzy i liczby
plesni, ale charakteryzuja sie duza bezwtadnoscig odczytu.
W praktyce trwatos¢ produktu zwykle determinowana jest
rozwojem réwnoczesnie obu tych grup drobnoustrojéw i
tylko nieliczni odbiorcy wymagaja ich rozréznienia. Skro-
cenie czasu analizy mozliwe jest jedynie w przypadku mo-
nitorowania metabolitéw tworzonych podczas wzrostu
grzybow mikroskopowych.




Test YM systemu TEMPO® stanowi alternatywe dla metod
konwencjonalnych. Test ten jest zgodny ze standardem
ISO 21527 oraz BAM (Rozdziat 1 Bacteriological Analyti-
cal Manual) [4] i zapewnia wiarygodnos¢ poréwnywalng
z tymi metodami referencyjnymi. Zaleta testu jest nie tylko
tatwos¢ wykonania bez koniecznosci prowadzenia od-
dzielnych wysiewoéw dla okreslenia liczby drozdzy i plesni
osmotolerancyjnych, ale réwniez zapewnienie wiarygod-
nego odczytu juz po 72 godzinach inkubacji. Zasada testu
opiera sie na odczycie sygnatu fluorescencyjnego gene-
rowanego w obecnosci metabolitéw grzybow przy braku
interferencji enzymoéw zawartych w produkcie oraz nieza-
leznie od pH badanej matrycy. Wedtug zalecer produ-
centa test YM moze by¢ wykorzystywany w badaniach
szerokiej gamy produktow, w tym produktow mleczarskich
nie zawierajgcych mikroorganizmaéw wprowadzanych jako
element procesu technologicznego. Poniewaz maslanki
nie spetniaja tego zatozenia, konieczna jest modyfikacja
procedury przygotowania prébki przed jej wprowadze-
niem do karty systemu TEMPO®.

Celem prezentowanych badan byta modyfikacja protokotu
przygotowania probek dla zapewnienia wiarygodnego
oznaczenia liczby drozdzy w maslankach. W badaniach,
oprocz maslanki niezawierajacej dodatkéw, badano mat-
ryce zawierajace wsad owocowy lub czekoladowy. Dla wy-
eliminowania wptywu bakterii mlekowych podczas
przygotowania probek wprowadzano roztwor dezoksycho-
lanu sodu lub nadtlenku wodoru.

Materiat i metody badan

Matryce zywnosci. W badaniach wykorzystano konfek-
cjonowane, pochodzace z handlu detalicznego maslanki
w trzech asortymentach: bez dodatkéw smakowych, z do-
datkiem wsadu owocowego oraz z dodatkiem wsadu cze-
koladowego. Wszystkie matryce kontaminowano poprzez
wprowadzenie drozdzy Candida kefyr, pochodzacych z
Kolekgji Czystych Kultur Instytutu Technologii Fermentadji
i Mikrobiologii Politechniki tddzkiej tOCK 105.

Pozywki. Do oznaczenia liczby drozdzy metoda ptytkowa
stosowano pozywke YGC (bioMérieux).

Ptyny do rozcienczen. Zawiesiny drozdzy oraz rozcien-

czenia probek wykonywano w buforowanej wodzie pep-
tonowej (bioMeriéux).

Odczynniki. Bezposrednio przed oznaczeniem do probek
dodawano 800 pL 3% roztworu nadtlenku wodoru
(H505) lub 2 ml roztworu dezoksycholanu sodu. Roztwor
dezoksycholanu sodu przygotowano przez rozpuszczenie
2,5 g zwiazku (Sigma) w 100 ml sterylnej wody destylo-
wanej.

Metody badan. Oznaczenia liczby drozdzy prowadzono
réwnolegle metoda ptytkowg oraz z wykorzystaniem sys-
temu TEMPO® YM.

Wyniki i dyskusja

Oznaczenia poziomu mikroorganizmow saprofitycznych,
w tym réwniez drozdzy i plesni, dla wielu producentow
mlecznych produktow fermentowanych stanowi jeden z
kluczowych parametréw oceny nie tylko bezpieczenstwa
produktu, ale réwniez jego trwatosci. Drozdze stanowia
potencjalne zagrozenie dla trwatosci maslanek, a produ-
cenci sg zainteresowani wczesnym wykryciem ich obec-
nosci w gotowym produkcie. Proponowane przez nas
modyfikacje protokotu oznaczenia liczby drozdzy z wyko-
rzystaniem testu TEMPO® YM maja na celu utatwienie
monitorowania czystosci mikrobiologicznej maslanek. Po-
mimo, ze pozywka przeznaczona do wykrywania grzybéw
zawiera sktadniki hamujace rozwoj bakterii, nie mozna
wykluczy¢ wptywu bakterii mlekowych wprowadzanych
jako kultury starterowe i namnozonych podczas produkd;ji
maslanek. W celu wzmocnienia efektu inhibicji bakterii
wnoszonych z matrycg zywnosci przed napetnieniem
karty do zawiesiny podstawowej dodawano roztwor dez-
oksycholanu sodu (Rysunek 1) lub nadtlenku wodoru
(Rysunek 2) i inkubowano odpowiednio przez 5 lub 10
minut. Réwnolegle, oznaczenia liczby drozdzy prowa-
dzono metoda ptytkowa. Odniesienie stanowita probka
maslanki bez dodatku dezoksycholanu sodu i nadtlenku
wodoru. Dla sprawdzenia ewentualnego wptywu dodat-
kow smakowych na wiarygodnos¢ oznaczenia do badan
wykorzystano oprécz maslanki bez dodatkéw maslanki
zawierajace wsad owocowy i wsad czekoladowy. Ponie-
waz w produktach handlowych, w 1 g, stwierdzano obec-

10 g probki zywnosci + 90 ml wody peptonowej

+ 2ml roztworu dezoksycholanu sodu (25g/1)

inkubacja 5 minut

0,1 mllub 1 ml do pozywki TEMPO® YM

napetnienie karty TEMPO® YM, inkubacja 28°C, 72 h

10 g probki zywnosci + 90 ml wody peptonowej

+ 800 pL roztworu nadtlenku wodoru (3%)

inkubacja 10 minut

0,1 mllub 1 ml do pozywki TEMPO® YM

napetnienie karty TEMPO® YM, inkubacja 28°C, 72 h

Rysunek 2. Procedura oznaczania liczby drozdzy w maslance
z wykorzystaniem systemu TEMPO® YM z dodatkiem nad-
tlenku wodoru.

Rysunek 1. Procedura oznaczania liczby drozdzy w maslance
z wykorzystaniem systemu TEMPO® YM z dodatkiem dezoksy-
cholanu sodu.




nos¢ pojedynczych komérek drozdzy, zatem wszyst- 1abela 2. Réznice w odczycie liczby drozdzy Candida kefyr w maslan-
kach w oznaczeniach metodq TEMPO® YM i metodq plytkowgq.

kie probki dodatkowo zanieczyszczano drozdzami
Candida kefyr. Badania przeprowadzono dla masla-

nek_ niezanieczyszczanycl"], gdzie w .1 g produk_tu Madlanka Protokét oznaczenia
znajdowano do 10 komérek drozdzy oraz zanie- _ . :

czyszczanych drozdzami do pozioméw 102 komo- Rodzaj poziom z nadtlenkiem | z dezoksycholanem
rek/g oraz 10° komorek/g. Zgodnos¢ wynikdw zanieczyszczenia* wodoru sodu
pomiedzy metoda ptytkowa oraz metoda TEMPO® Bez dodatkdw 0 +0log +0log
podano j_ako réznice liczby drozdzy w jednostkach 102 +0,40+1,04 log +0,10+0,25 log
logarytmicznych. _ . 10° +0,65+110log | +020+043 log
Whyniki badan zostaty zamieszczone w Tabeli 1 a oce-

na zgodnosci metod w Tabeli 2. Dla probek nieza- | ZWsadem0 =015 £ 0l

nieczyszczonych  stwierdzono pelna zgodnos¢ | owocowym 10° £2,00log +0+0,06 log
wynikéw, niezaleznie od stosowanego protokotu 10° +1,50+1,87log | £0,04+0,10log
badan. Wprovyad;enie 3% roztworu nadtlenku | 7 ysadem 0 +0log +0log
wodoru do probki skutkoyva%o 'nledoszalcc_)wame_nj czekoladowym 10 +0,40+090 log + 02029 log
liczby oznaczonych drozdzy. Rdwnoczesnie wyniki 109 o DT . S
uzyskane metoda TEMPO® oraz metoda ptytkowa sartsalty | SRR
rznity S_le od 0,4 do 2,JeanStgk_logarytmlcz_ny(:h Oznaczenia: * zanieczyszczenie drozdzami Candida kefyr

przy zanieczyszczeniu probek drozdzami do poziomu

10% komdrek w 1 g. Dziesieciokrotne zwiekszenie
poziomu zanieczyszczenia powodowato wzrost rozrzutu
wynikéw do 3,18 jednostek logarytmicznych.

Dodatek dezoksycholanu sodu nie zaktdcat odczytu sys-
temu TEMPO® YM, a oznaczona liczba drozdzy w poréw-
naniu z metoda ptytkowg réznita sie od 0,04 do 0,45
jednostki logarytmicznej i nie zalezata od poziomu zanie-
czyszczenia drozdzami (Tabela 2). Biorac pod uwage, ze
w analizie mikrobiologicznej wyniki liczebnosci populacji
drobnoustrojéw roznigce sie ponizej 0,5 jednostki loga-
rytmicznej uznawane sg jako zgodne, proponowany pro-
tokdt oznaczenia jest prawidtowy. Ponadto, dodany
zwigzek nie wplywat na zywotnos$¢ populacji drozdzy za-
nieczyszczajacych maslanki.

Przy zastosowaniu obu protokotéw badan nie stwierdzono
interferencji dodatkéw smakowych maslanek i sygnatu
fluorescencyjnego systemu TEMPO®. Zatem wprowadze-
nie wsadu owocowego lub czekoladowego nie miato
wplywu na wiarygodno$¢ oznaczenia liczby drozdzy tes-
tem TEMPO® YM.

Tabela 1. Poréwnanie metod oznaczenia obecnosci drozdzy Candida kefyr w maslankach.

Przeprowadzone badania jednoznacznie wskazuja na pra-
widtowo$¢ oznaczenia liczby drozdzy zanieczyszczajacych
maslanki za pomocg systemu TEMPQ®, z zastosowaniem
protokotu obejmujacego wstepng inkubacje roztworu
podstawowego produktu z dodatkiem dezoksycholanu
sodu.

Podsumowanie

System TEMPO® umozliwia monitorowanie wskaznikow
kontroli jakosci mikrobiologicznej zywnosci w warunkach
przemystowych i przeznaczony jest do badania wigkszo-
Sci produktéw spozywczych. Odczyt systemu moze byc
jednak zaktécony obecnoscig tzw. mikroorganizmow
technologicznych, stanowiacych integralny element pro-
duktu, tak jak w przypadku mlecznych napojow fermen-
towanych. Wprowadzenie procedury uwzgledniajacej
inkubacje rozcienczenia podstawowego probki wraz z
roztworem dezoksycholanu sodu pozwala na rozszerze-
nie wykorzystania systemu TEMPO® do oznaczania
liczby drozdzy zanie-
czyszczajacych maslanki.

10

Obecnos¢ dezoksycho-

Maslanka Liczba komérek* [CFU/g] lanu sodu nie wptywa na

Probka Probka Probka zywotnos$¢ i aktywnosc

bezposrednia +H,0, + dezoksycholan sodu metaboliczng drozdzy, a

Rodzaj Poziom YGC TEMPQO® YM YGC TEMPQO® YM YGC rown 0§Zeslljle ellmln(_)-

zanieczyszczenia** wana jest interferencja

Bez dodatkow 0 0 <10 0 <10 0 bakterii mlekowych znaj-

102 1,9% 107 10 0 13x107 1,9%10° dujacych sie w produk-

10° 4,5%10° 1,5x10° 1,0x107 2,9%10° 45%10° cle. Przeprovvadzone

7 wsadem 0 1 <10 ] <10 4 badania wskazujg na

OWOCoWym 102 1,0x102 <10 0 1,4x102 1,0x102 mO_Zl_lWOSC zastosowania

10° 41x10° 3.2x10° 30 51x10° 41x10° tak‘eJ procedury rowniez

Z wsadem 0 4 <10 4 <10 4 do Zada”'a maslanek z

czekoladowym 102 80 43 1 55 80 wsadem  Owocowym
108 5,0x10° 1,0x102 0 5,5% 103 5,0%10° oraz czekoladowym.

Oznaczenia: * wynik podano jako srednia arytmetyczng 4 powtdrzen Pismiennictwo

** zanieczyszczenie drozdzami Candida kefyr u Autordw



bioMérieux wprowadza nowy
test TEMPO AC® do szybkiego
liczenia ogadlnej liczby
drobnoustrojow w zywnosci

Marcy I'Etoile, France — Kwiecien 17, 2013 — bioMérieux,
Swiatowy lider w diagnostyce in vitro, wprowadza
TEMPO® AC, nowy automatyczny test, ktéry umozliwia
liczenie ogdlnej liczby drobnoustrojow w zywnosci
i probkach srodowiskowych w ciggu 24. godzin. Dzieki
w petni automatycznemu odczytowi, nowy test TEMPO
pozwoli laboratoriom sektora rolno-spozywczego zaosz-
czedzi¢ czas oraz szybciej uwolni¢ ich produkty. Test
TEMPO AC zostat juz zwalidowany przez AOAC RI (Re-
search Institute).

Innowacyjnos¢ testu TEMPO AC

Nowy test TEMPO AC umozliwia liczenie ogdlnej liczby
drobnoustrojow w ciggu jedynie 24. godzin. Dzieki ta-
kiemu rozwiazaniu laboratoria moga znacznie szybciej
udzieli¢ informacji swoim klientom, szybciej zaplanowac
dziatania korekcyjne w przypadku wynikdw poza zakresem
specyfikacji oraz znacznie skroci¢ czas uwolnienia pro-
duktu na rynek, gdzie pozytywne uwolnienie jest wymo-
giem.

"Automatyczny system TEMPO spetnia potrzeby naszych
klientéw w branzy spozywczej zapewniajgc zmniejszenie
kosztéw przez redukge czasu analizy oraz robocizny w
poréwnaniu z metodami tradycyjnymi,” twierdzi Jean-
Marc Durano, Wiceprezes, Mikrobiologii Przemystowe;.
Nowy test TEMPO obrazuje zobowigzanie bioMérieux,
aby ciggle proponowac rozwigzania, ktdre wplywajq na
poprawe bezpieczeristwa zywnosci."

W pefni zautomatyzowany system TEMPO, oparty na tra-
dycyjnej metodzie NPL (Najbardziej Prawdopodobna
Liczba), zapewnia optymalna wygode dla uzytkownika, re-
dukcje czasu analizy oraz efektywne skrocenie czasu uzys-
kania doktadnych wynikéw. TEMPO AC (liczba mikroflory
tlenowej) jest dopetnieniem systemu TEMPO, zapewnia-
jac spetnienie potrzeb w badaniach najczestszych wskaz-
nikdw jakosci: TEMPO EC (Escherichia coli), TEMPO TC
(Ogdlna Liczba Coliform), TEMPO CC (Liczba Coliform),
TEMPO STA (Staphylococcus), TEMPO EB (Enterobacte-
riaceae), TEMPO YM (Drozdze i Plesnie) i TEMPO LAB
(Bakterie Mlekowe).

TEMPO uzyskat juz walidacje AC AOAC RI do badania
szerokiej gamy produktéw zywnosciowych, karmy dla
zwierzat domowych i prébek srodowiskowych.

Wiecej informacji uzyskacie Panstwo na stronie:
www.biomerieux-industry.com/tempo

Ogolna mikroflora tlenowa

Analiza ilosciowa ogolnej, tlenowej mikroflory stanowi
25% dziennych analiz w laboratoriach mikrobiologicz-
nych. Pozwala ona na ogdlng oceng zanieczyszczenia pro-
duktu i dlatego stanowi handlowy i higieniczny wskaznik
jakosci. Tradycyjna metoda, w ktdrej stosuje sie plytki PCA
jest pracochtonna, czasochtonna, wyniki uzyskuje sie po
48 godzinach wedtug BAM oraz po 72 godzinach wedtug

ISO. To powoduje, ze metoda ta powoduje wysokie ob-

ciazenie praca w laboratorium.
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bioMérieux z przyjemnoscig
zawiadamia, ze nowy test

TEMPO® AC uzyskat walidacje
4 BIO 12/35-05/13 ISO 16140

i 1
End of validity- 23-May_201

do liczenia tlenowe;j
mezofilnej mikroflory
w zywosci i probach srodowiskowych

® TEMPO® AC pozwala na liczenie tlenowej mikroflory w cza-
sie 24-48 godzin
. - . . . » [ a4
® Wynikiw Ciagu 24 godzm d]a specyficznych matryc ?ﬂfuMI E::_!
(surowe mieso, drob, wycinki z tusz, owoce, warzywa,
zywnos¢ gotowa do spozycia)

® Szerki zakres badanych matryc (zywnos¢, karma dla zwierzat
domowych, prébki srodowiskowe)

® Bardzo dobra zgodnos¢ wynikow z 1SO 4833

TEMPO® zapewnia
© oo optymalizacje zarzadzania personelem

©o oo zmniejszenie pracochtonnosci
uzyskanie doktadnych wynikdw w krétszym czasie

efektywniejsze sledzenie zmian probki



Enterotoksyny gronkowcowe
— zagrozenie mikrobiologiczne

| wykrywanie

Jolanta G. Rola, Weronika Korpysa-Dzirba

Enterotoksyczne szczepy gronkowcdéw sa jedna z
najczestszych przyczyn zatru¢ pokarmowych u ludzi.
Zdolnos¢ do wytwarzania enterotoksyn maja gtow-
nie koagulazo-dodatnie izolaty nalezace do rodzaju
Staphylococcus, przede wszystkim S. aureus. Dotych-
czas poznano ponad 20 rodzajoéw enterotoksyn gron-
kowcowych. Najwieksze znaczenie w patogenezie
intoksykacji pokarmowych u ludzi ma enterotoksyna
A (SEA - Staphylococcal Enterotoxin A), ktdra jest od-
powiedzialna za wystapienie ponad 75% przypadkow
gronkowcowych zatru¢ pokarmowych (SFP — Staphy-
lococcal Food Poisoning). W dalszej kolejnosci istotna
role odgrywaja rowniez enterotoksyny B (SEB), C (SEC)
i D (SED). llos¢ enterotoksyny niezbedna do wywota-
nia objawéw chorobowych zalezy od indywidualnej
wrazliwosci osobniczej, spozytej ilosci oraz ogdlnego
stanu zdrowia osoby zakazonej. Przyjmuje sie, ze
dawka wywotujaca objawy zatrucia wynosi od 20 do
100 ng. Intoksykacje na tle gronkowcowym charakte-
ryzuja sie krotkim okresem inkubacji wynoszacym juz
od 30 minut do okoto 8 godzin. Dominujacymi obja-
wami klinicznymi sa: bél gtowy, nudnosci i gwattowne
wymioty, ktérym towarzysza béle brzucha i biegunka.
Objawy dziatania enterotoksyn zwykle samoistnie
ustepuja po kilku lub kilkunastu godzinach. Najciezszy
przebieg SFP obserwuje sie u matych dzieci, oséb
starszych lub przyjmujacych leki immunosupresyjne.
Enterotoksyny gronkowcowe, w przeciwienstwie do
bakterii S. aureus, sa oporne na wysoka temperature
jak tez na enzymy proteolityczne, odwodnienie, pro-
mieniowanie gamma oraz szeroki zakres pH. Dzieki
tym cechom nie sa dezaktywowane podczas termicz-
nej obrébki zywnosci i pozostaja aktywne, podczas
gdy bakterie S. aureus sa niszczone.

Organem zajmujacym sie oceng ryzyka w zakresie bez-
pieczenstwa zywnosci i pasz w Unii Europejskiej (UE) jest
Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA).
Od 2005 r. publikuje on corocznie raporty dotyczace wy-
stepowania choréb odzwierzecych (zoonoz) u ludzi oraz
ich czynnikéw etiologicznych. Opublikowany w biezacym
roku Raport EFSA obejmuje epidemie zatru¢ pokarmo-
wych na tle toksyn bakteryjnych wystepujacych na terenie
UE w 2011 r. Wedtug zawartych tam informacji, pocho-
dzacych z 25 krajow UE, toksyny bakteryjne byly odpo-
wiedzialne za 730 sposrod 5648 zgtoszonych epidemii

zatru¢ pokarmowych (12,9%), co stawia je na drugim
miejscu po epidemiach wywotanych przez Salmonella
(26,6%). Dalej wysoki odsetek stanowity zachorowania
epidemiczne wywotane przez Campylobacter (10,6%)
i wirusy (9,3%). Wsrod toksyn bakteryjnych, enteroto-
ksyny gronkowcowe, obok toksyn Bacillus i Clostridium,
byly odpowiedzialne za 345 sposrod zidentyfikowanych
epidemii zatru¢ pokarmowych (47,3%). Masowe zatrucia
na tym tle stanowity 6,1% wszystkich epidemii zatru¢ po-
karmowych. Liczba zachorowan wzrosta o 25,9% w po-
réwnaniu z 2010 r,, kiedy odnotowano 274 epidemie.
Wsréd odnotowanych epidemii 35 z nich (10,1%) pod-
dano szczegdtowe] weryfikacji i stwierdzono 394 przypad-
kow gronkowcowych zatru¢ pokarmowych, z czego
27,9% byto hospitalizowanych. Nie odnotowano nato-
miast zgonodw. Najwyzszy odsetek epidemii wywotany byt
Spozyciem Zywnosci mieszanej zanieczyszczonej entero-
toksynami gronkowcowymi. Druga kategorig zywnosci po-
wodujaca zatrucia pokarmowe na tym tle byly wyroby
piekarnicze (Tabela 1).

Z danych Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego -
Panstwowego Zakfadu Higieny wynika, ze w Polsce
mozna zaobserwowac tendencje spadkowg zaréwno co
liczby bakteryjnych zatru¢ pokarmowych, jak réwniez w
stosunku do intoksykacji gronkowcowych. Najwieksza
liczbe przypadkéw zatru¢ pokarmowych wywotanych
przez enterotoksyny gronkowcowe w latach 2005 — 2012
odnotowano w 2005 r. i wynosita ona 658 przypadkow.

Tabela 1. Produkty zwigzane z gronkowcowymi zatruciami
pokarmowymi (N=35) — wg. raportu EFSA za 2011.

Rodzaje produktow Udziat w
wywotywaniu

SFP (%)

Produkty mieszane 40,0

Produkty piekarnicze 114

Sery 8,6

Inne produkty, mieszane, mieso drobiowe 8,6

i produkty pochodne

Produkty mleczne za wyjatkiem serow 5,7

Inne produkty np. migso brojlerow (Gallus 25,7

gallus i produkty pochodne, mieso i produkty

pochodne, jaja, orzechy, migdaty, warzywa i soki)




Tabela 2. Czutos¢, specyficznosc i doktadnosc europejskiej metody skriningowej — wykrywanie w mleku i produktach mlecz-

nych wg. raportu, EU-RL CPS z 2011 r.

Badania miedzylaboratoryjne

Poziom zanieczyszczenia

DC + Ridascreen SET Total

DC + Vidas SET2

0ng/g Specyficznos¢ SP=99% Specyficznos¢ SP=99%
0,04 ng/g Czutos¢ SE=52% Czutos¢ SE=99%
0,26 ng/g Czutos¢ SE=99% Czutos¢ SE=99%

Wzgledna doktadnos¢ AC retaiive =84%

Badania wewnatrzlaboratoryjne

Dokfadnos¢ AC=97%

Wzgledna specyficzno$c SP reiaive =97%

Wzgledna czutos¢ SE rerive =97%

DC - dializa/koncentracja

Przez kolejne 4 lata liczba ta zmniejszata sie, a w 2009 r.
stwierdzono 146 przypadkéw zachorowan. W latach
2010 — 2011 liczba gronkowcowych zatru¢ pokarmo-
wych wzrosta odpowiednio do 217 przypadkéw w 2010
roku i 283 w roku 2011. Wstepne dane za 2012 r.
wskazuja na odnotowanie 147 przypadkdéw zachoro-
wan. Najwieksza ich liczbe stwierdza sie w miesiacach
letnich — w drugim, a szczegélnie w Il kwartale roku.
Metody wykrywania enterotoksyn gronkowcowych mozna
podzieli¢ na 3 grupy: préby biologiczne, techniki biologii
molekularnej oraz testy immunologiczne. Préby biolo-
giczne, ze wzgledu na ograniczenia natury etycznej oraz
niskg czutosc, nie sg obecnie wykorzystywane do charak-
terystyki gronkowcowych zatru¢ pokarmowych. Metody
biologii molekularnej zwykle opieraja sie na wykorzystaniu
techniki PCR i umozliwiajg wykrycie gendw kodujacych SE
w szczepach wyizolowanych z zanieczyszczonej zywnosci.
Najczesciej jednak do wykrywania SE w zywnosci stosuje
sie techniki immunologiczne, np. ELISA, ELFA (enzyme-
linked fluorescent assay), RPLA (reverse passive latex ag-
glutination). Komercyjne testy ELISA i ELFA umozliwiaja
wykrycie pieciu odmian enterotoksyn: SEA — SEE, a w
przypadku RPLA jedynie czterech: SEA — SED.

Zgodnie z obowiazujacymi kryteriami mikrobiologicznymi,

zapisanymi w Rozporzadzeniu Komisji (WE) Nr 2073/2005
z dnia 15 listopada 2005 r. w produktach takich jak sery,
mleko w proszku i serwatka w proszku, w przypadku gdy
spodziewana liczba S. aureus w czasie procesu produkdji
bedzie wyzsza niz 10° jtk/g, istnieje obowiazek przeprowa-
dzenia badan w kierunku obecnosci enterotoksyn gronkow-
cowych.

W rozporzadzeniu tym metoda wskazang jako referen-
cyjna w zakresie wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych jest Europejska Metoda Skriningowa (ESM —
European Screening Method). Aktualnie obowiazuje
wersja 5. metody z wrzesnia 2010 r. (Schemat 1).

W 2010 roku Laboratorium Referencyjne Unii Europejskiej
ds. gronkowcéw koagulazo-dodatnich w tym S. aureus
(EU-RL CPS — European Screening Method) przeprowa-
dzito walidacje wewnatrzlaboratoryjng metody ESM wy-
krywania enterotoksyn gronkowcowych w  zywnosci
prowadzac badania z zastosowaniem testu Vidas SET 2
(metoda odniesienia) i testu Ridascreen SET Total (me-
toda alternatywna). Uzyskano satysfakcjonujace wyniki
oceny.

W celu potwierdzenia przydatnosci obu testow do detekgji
enterotoksyn w 2011 roku przeprowadzono poréwnania
miedzylaboratoryjne. W poréwnaniach dotyczacych wy-

Tabela 3. Czutos¢, specyficznos¢ i doktadnosc europejskiej metody skriningowej — wykrywanie w Zywnosci innej niz mleko

i produkty mleczne wg. raportu, EU-RL CPS z 2011 r.

Badania miedzylaboratoryjne

Poziom zanieczyszczenia

DC + Ridascreen SET Total

DC + Vidas SET2

Poziom zerowy

Specyficznos¢ SP=96%

Specyficznos¢ SP=100%

Poziom niski 0,5 ng/g

Czutos¢ SE=93%

Czutos¢ SE=100%

Poziom wysoki 1,25ng/g

Czuto$¢ SE=100%

Czutos¢ SE=100%

Badania wewnatrzlaboratoryjne

DC + Ridascreen SET Total

DC + Vidas SET2

Dokfadnos¢ AC=91%

Dokfadnos¢ AC=96%

Wzgledna specyficzno$c SP reiive =89%

Wzgledna specyficznosc SP reiaive =96%

Wzgledna czutos¢ SE rerive =97%

Wzgledna czutos¢ SE rerive =97%

DC - dializa/koncentracja
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Rozdrobnic probke lub jej reprezentatywna czes¢ i odwazyc 25 g + 0,1 g do zlewki. W przypadku produktow
w proszku odwazy¢ 12,5 g probki oraz 12,5 g wody lub postepowac zgodnie z instrukcja producenta.

Dodac do probki 40 ml wody destylowanej lub dejonizowane] o temp. 38°C + 2,0°C,
zhomogenizowac prébke i wytrzasa¢ w temp. pokojowej przez co najmniej 30 minut.
W przypadku produktow ptynnych pominac ten etap.

Zakwasic probke przy uzyciu HCl do poziomu pH 3,5 - 4,0. Odwirowac probke przy 3130 g
przez 15 minut w temp. 4°C lub w temp. pokojowej.

Zneutralizowac prébke przy uzyciu NaOH do poziomu 7,4 - 7,6. Odwirowac probke przy 3130 g
przez 15 minut w temp. 4°C lub w temp. pokojowej.

Przenies¢ otrzymana faze wodna do membrany dializacyjnej, a nastepnie utozy¢ membrane na tacy
zawierajgcej 30% roztwor glikolu polietylenowego. Zageszczanie probki przeprowadzac
w temperaturze 5°C + 3°C przez noc.

Odzyskac zageszczony ekstrakt uzywajac do tego celu roztworu PBS dla produktéw mlecznych
lub wody dejonizowanej dla innych produktéw. Masa otrzymanego zageszczonego ekstraktu
powinna wynosic 5,0 - 5,8 g.

Detekgja przy uzyciu testu VIDAS SET 2 -

P Detekcja przy uzyciu testu Ridascreen SET Total

Schemat 1.Wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych w produktach zywnosciowych — etapy postepowania (12)

krywania enterotoksyn w mleku i produktach mlecznych
uczestniczyto 13 laboratoriow. Kazdy z uczestnikow ana-
lizowat 24 prébki sera z surowego mleka krowiego, natu-
ralnie zanieczyszczonego enterotoksyng gronkowcowa
typu D (8 probek na kazdym z 3 poziomow zanieczysz-
czenia). Stezenie enterotoksyny okreslone wtasna metoda
potwierdzajacg wynosito odpowiednio 0 ng/g, 0,04 ng/g
i 0,26 ng/g. Walidacje metody przeprowadzono zgodnie
z norma EN ISO 16140 okreslajac jej czutosc, specyficz-
nos¢ i doktadnosc. Wzgledna doktadnosé¢ wynikéw uzys-
kanych metoda Ridascreen SET Total na niskim poziomie
zanieczyszczenia wyniosta jedynie 52%. Ze wzgledu na
niezadowalajace wyniki porownan ta metoda detekcji nie
jest aktualnie zalecana przez Europejskie Laboratorium

Referencyjne do wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych w mleku i produktach mlecznych.

W badaniach miedzylaboratoryjnych obejmujacych zyw-
nosc¢ inng niz mleko i produkty mleczne uczestniczyto
13 laboratoridw. Analogicznie badania przeprowadzono
na 24 prébkach gotowanej szynki zanieczyszczonych
enterotoksyna gronkowcowa typu E (8 probek na kaz-
dym z 3 poziomow zanieczyszczenia — 0 ng/g, 0,5 ng/g
i 1,25 ng/g). W przypadku obu testéw wyniki pordwnan
byty zadowalajace. Czuto$¢, specyficznosc i doktadnosc
przekraczata 90%. W oparciu o uzyskane wyniki badan
EU-RL CPS wydato pozytywna opinie na temat ich zasto-
sowania do detekgji enterotoksyn gronkowcowych w zyw-
nosci innej niz mleko i produkty mleczne metoda ESM.
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