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Zagadnienia

©Kryteria mikrobiologiczne

©Metody badah

©Dodatkowe informacje

Legislacja

Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 2073/2005 z dnia 15 listopada
2005 r. w sprawie kryteriéw mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw
spozywczych (Dz.U L 338 z dnia 22.12.2005, str.1.)

Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 r.
- zmieniajace rozporzadzenie (WE) NR 2073/2005 w sprawie
kryteriéw mikrobiologicznych dotyczacych $rodkéw spozywczych
(Dz.U L 322z dnia 7.12.2007, str.1.)




KRYTERIA BEZPIECZENSTWA |
ZYWNOSCI

oListeria monocytogenes
® Salmonella
@ Enterobacter sakazakii (Cronobacter)

©Enterotoksyny gronkowcowe

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

oListeria monocytogenes
jest warunkowo chorobotwérczym
drobnoustrojem wywotujacym
u cztowieka oraz u wielu gatunkéw
zwierzat chorobe zakazna zwana,
listerioza










Kolonie Listeria sp.

Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii

Listeria spp.

Mikrobiologia zywnosci i pasz
Wykrywanie obecnhosci Listeria monocytogenes
wg. PN - EN ISO 11290 - 1:2017-07

© Posiewy na pozywkach Frasera i pét-Frasera
moga by¢ przetrzymywane przez max. 72 hw
5°C przed przesiewem na pozywki state

® Po inkubacji na pozywkach statych, posiewy
moga by¢ przetrzymywane w 5°C przez 48 h
przed odczytem

©® W celu potwierdzenia L. monocytogenes i
Listeria spp. wystarczy potwierdzenie 1
kolonii/prébke

Mikrobiologia 2zywnoéci i pasz |
Oznaczanie liczby Listeria monocytogenes
wg. PN - EN ISO 11290 - 2

Badana prébka x g / x ml + 9 x g/ 9 x ml rozcieticzalnika

( zbuforowana woda peptonowa lu poi?'wka podstawowa pét -
Fraser (bez dodatkéw selektywnych)
e G ° posiew powierzchniowy 0,1 ml
zawiesiny wyjsciowe]

lub

posiew 1 ml na 3 ptytki (z powtérzeniem)

Inkubacjaw temp. 37°C przez 24 h +2h; 24 h +2h




Potwierdzenia dla Listeria monocytogenes
i Listeria spp.

Potwierdzenia dla Listeria monocytogenes

obligatoryjne opcjonalne
Badanie mikroskopowe Katalaza (+)
(Gram)
Hemoliza (+) Ruch (+)
Ramnoza (+) Test CAMP(+)
Ksyloza (-)
obligatoryjne opcjonalne
Badanie mikroskopowe Test VP (+)
(Gram)
Katalaza (+) Ruch (+)

Identyfikacja

Potwierdzenie przynaleznosci do
rodzaju Listeria sp.

> posiew na pozywke TSYEA
(charakterystyczne kolonie )

test na wykrywanie katalazy
(katalaza +)










Cechy identyfikacyjne poszczegdlnych gatunkow
drobnoustrojéw rodzaju Listeria sp.

Wytwarzanie

kwasu

Ramnoza Ksyloza S.aureus R.equi
+

L.monocytogenes i _ ar -
L. innocua - v - - B
L.ivanovii + = + - -
L.seeligeri ) - i ) =
L.welshimeri - v + - s
L.grayi subsp grayi - - - - -
L.grayi subsp. - v - - -
murrayi

Salmonella

Enterobacter sakazakii




Enterobacter sakazakii

« poczatkowo jako gram-ujemne, tlenowe lub
wzglednie beztlenowe pateczki, wytwarzajace
26#0-2’(013 pigment na agarze odzywczym i
nazwano Enterobacter cloacae

« Ponad 30 lat temu mikroorganizmy te
wyodrebniono jako nowy gatunek -
Enterobacter sakazakii a nastepnie ponownie
sklasyfikowano

« Wedtug aktualnej systematyki naleza do
rodzaju Cronobacter.

Enterobacter sakazakii

« Zakazenia tymi bakteriami sa
szczegdlnie niebezpieczne dla
wczesniakéw oraz
noworodkéw i hiemowlat z
niska masaq urodzeniowq_i
obnizong odpornoscia,

W grupie ryzyka znajdujq sie
réwniez osoby doroste z
zaburzeniami ukfadu
immunologicznego.

AP
’ _ d
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Enterobacter sakazakii

o E. sakazakii mogq by¢ obecne w surowcach
w?lkorzys‘rywanych o produkcji tych preparatéw,
d a‘re%o szczegolnie wazna jest wtasciwa kontrola
mikrobiologiczna zaréwho surowca jak i gotowego

roduktu. .

© Do zanieczyszczenia moze dojs¢ rowniez podczas
produkcji, hajczesciej w czasie suszenia oraz :
napefniania opakowan, w zwiqzku z tym powinno byé
stale monitorowane $rodowisko produkcyjne oraz
przestrzegane wymagania technologiczne.

?@T\ ;@
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Przygotowanie zawiesiny wyjéciowe] : x g
badanej prébki do 9-krotnej objgtosci pozywki
przednamnazajace] (ZWP)

37° £1°C przez 18h +2h
Przenies¢ 0,1 ml z hodowli w ZWP do 10 ml
pozywki mLST z wankomycyng
44° £1°C przez 24h +2h

Przenies¢ jedno oczko z hodowli na pozywce
mLST z wankomycyna na powierzchnie
chromogennej pozywki agarowej

Typowe kolonie wyroste na Potwierdzenie: posiew 5 typowych kolonii na
chromogennej pozywce agarowej pozywke TSA (zétte kolonie), identyfikacja
moga byé uznane za przypuszczalne E. biochemiczna
sakazakii
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Enterotoksyny gronkowcowe

- Wytwarzane gtéwnie przez koagulazo-dodatnie gronkowce
- Biatka 0 masie 26-30 kDa

- Oporne na dziatanie wysokiej temperatury (Wedzenie,
gotowanie) i enzyméw proteolitycznych

- 23 odmiany enterotoksyn gronkowcowych

Stabilno$¢ enterotoksyn gronkowcowych
zalezy od rodzaju i ilodci enterotoksyn
oraz od rodzaju matrycy w ktdrej
znajdujq sie enterotoksyny

Enterotoksyny gronkowcowe

® 11 rodzajéw enterotoksyn - udowodnione dziatanie
wymiotne

® 8 - nieznane dzictanie (SE-like)

® 2 - nie wywotuja objawdw zatrucia pokarmowego
(SELL, SEIQ)

SEN SEIO

SEE SEl  ggy SEIL
SED SEH SEIM SEIU SEIP SET
SEA SEB SECs SEG SEIK SEIQ SER SEIV SES
1960 1970 1990 2000 2005 2009

Enterotoksyny gronkowcowe wywotuja;

GRONKOWCOWE ZATRUCIA
POKARMOWE

> jedna z najczestszych przyczyn zatrué
pokarmowych na swiecie

> dawka 0,1- 1ul/kg ciata cztowieka moze wywo+ac
0 gaw zatruc«a%SEA 0,2ug/kg, S

> namnozenie bakterii w zywnosci 10°-106
komdrek/g produktu spozywczego
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Udziat poszczegélnych rodzajéw enterotoksyn
w wywotywaniu zatrué pokarmowych

> Enterotoksyna A - 75% przypadkéw

> Enterotoksyny D, C, B

» Enterotoksyny E i H - b. rzadko

> Enterotoksyny od I do U
(zidentyfikowano geny kodujace te
enterotoksyny)

Skad enterotoksyny gronkowcowe biorq,
sie w produktach zywno$ciowych

> S. aureus moze znajdowac sie ha skérze
zwierzat i ludzi

> Mleko i nie pasteryzowane produkty
mleczne mogaq zawiera¢ duzq liczbe
gronkowcéw przy gronkowcowym
zapaleniu wymion (mastitis)

» Zakazenie przez osobe przygotowujaca
Zywno$¢

Produkty najczesciej zwigzane z
zatruciami gronkowcowymi:

> Mieso (wotowina, wieprzowina)

> Wedliny (szynka, salami, paréwki)

> Produkty mleczne .

(4.8% zatrué¢ w Europie) C ;i:-.;i‘!\

>mleko w proszku = 5
Sy iy ¥
»lody & 2, |

> Majonez ‘&u&k

> Wyroby cukiernicze z kremem

Obecnos¢ enterotoksyn gronkowcowych nie
powoduje zmian smaku, zapachu ani wygladu
produktéw.
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Przyczyny gronkowcowych zatrué
pokarmowych:

> Niewta$ciwe postepowanie przy
przygotowywaniu lub produkcji zywnosci

> Przetrzymywanie produktéw
Zywno$ciowych w nieodpowiednich
warunkach

Warunki wzrostu i produkcji enterotoksyn

5. aureus
Wazrost Produkcja toksyn
optimum zakres optimum zakres
Temperatura
(°C) 37 7-48 40-45 10-48
pH 6-7 4-10 7-8 45-96
NaCl (%) [} 0-20 0 0-10
Aktywnosé wodna 0,98 0,83- >0,99 0,98 0,87->0,99
Atmosfera Tlenowa | Beztlenowo | Tlenowa | Beztlenowo
= - tienowa

Czynniki niezbedne do wywotania ‘
zatrucia pokarmowego

» enterotoksygeniczny szczep gronkowca

> warunki sprzyjajace
(pH, temperatura) dla wzrostu
gronkowcéw i wytwarzania toksyn

> dostanie sie do organizmu dawki
wystarczajacej aby wywotaé objawy

15
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Testy lateksowe

- Opieraja sie one ha reakcji odwréconej, biernej
aglutynacji, ktéra zachodzi miedzy czasteczkami
lateksu pokrytymi przeciwciatami a obecna w badanym
materiale enterotoksyna

- Pozwalajq na otrzymanie wyniku po godzinach

v Gotowy test lateksowy pozwala na wykrycie
enterotoksyny gronkowcowej w probkach zywnosci i w
filtratach z hodowli Staphylococcus aureus

v Jest o f’gdyny Ego‘rowy zestaw, ktéry nie wykrywa
enterotoksyny

v Czuto$¢ testu w przypadku badania zywnosci wynosi

produktu

Sandwich ELISA

- Pozwala na wykrycie juz produktu

- W metodzie tej do studzienek optaszczonych
przeciwciatami wprowadza sie badany materiat. Jezeli
enterotoksyna jest obecna w prébce to faczy sie z
zaadsorbowanymi przeciwciatami oraz z dodanymi
przeciwciatami znakowanymi enzymem. Po dodaniu
substratu nastepuje reakcja, ktéra mierzy sie

kolorymetrycznie

Europejska metoda skiningowa wykrywania
enterotoksyn gronkowcowych

® opracowana w 2000 roku przez EU
Community Reference Laboratory for
milk & milk products = AFSSA (Agence
Francaise de securite sanitaire des
Aliments)

=5
8 | lanses )

AGENCE FRANCAISE _
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS
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B Nazwa metody Nazwa laboratorium
[ referencyjnego

Detection of staphylococcal enterotoxins in milk & milk Version 1, EU Cormmurit
products. Reference method of the CRI “Milk & milk products” ~ Decerber 2000 Reference Laboratory for
milk and milk products
Detection of staphylococcal enterotoxins in milk & mill Version 2, EU Communit
products. European Screening method of the CRL* il & il September 2005 Reference Laboratory for
products” milk and milk products
Detection of staphylococcal enterotoxins in milk and milk Version 3,May 2006  EU Community
products. European screening method of the CRL “Milk and Reference Laboratory for
milk products” ‘milk and milk products
Detection of staphylococcal enterotoxins types SEA to SEE in Version 1,19 EU Community
milk & milk products. European screening method of the CRL  Noverber 2007 Reference Laboratory for
“Coagulase positive staphylococci including Staphylococcus coagulase positive
aureus” staphylococei including
Staphylococcus aureus
Detection of staphylococcal enterotoxins types SEA to SEE in Version 2, 1 April EU Communif
milk and milk products and other food matrices. European 2008 Reference Laboratory for
screening method of the CRL :Coagulase positive Coagulase positive
staphylococci including Staphylococcus aureus” staphylococci
Detection of staphylococcal enterotoxins types SEAto SEEin  Version 3, EU Cormmunity
milk and milk products and other food matrices. European September 2009 Reference Laboratory for
screening method of the CRL :Coagulase positive Coagulase positive
staphylococci including Staphylococcus aureus” staphylococci
Detection of staphylococcal enterotoxins types SEAto SEEin  Version 4,21 April  European Union —
and milk products and other food matrices. European 2010 Reference Laboratory for
screening method of the EU - RL: Coagulase positive Coagulase Positive
staphylococci including Staphylococcus aureus” staphylococci
Wersja ESM Zmiany Wersja ESM
Wersja |, grudzien 2000 Dodano etap traktowania zageszczonego Wersja 2, wrzesier 2005
ekstraktu kroliczymi przeciwcialami IgG
Wersja 2, wrzesien 2005 Wprowadzono mozliwosé detekeji Wersja 3, maj 2006
zestawem Vidas SET 2
Wersja 3, maj 2006 Dodano punkt dotyczacy interferencji Wersja |, pazdziernik 2007
Wersia |, pazdziernik 2007 Poszerzono procedure o czesé B odnoszaca  Wersja 2, kwiecier 2008

sie do wykrywania enterotoksyn

gronkowcowychA do E w produktach
innych niz mleczne

Wersja 2, kwiecien 2008 Procedure uzupetniono o zafaczniki: Wersja 3, wrzesien 2009
Hformularz/ankieta do wypefnienia przy
przesylaniu prébek do CRL do badarh
potwierdzajacych
- formularz/ankieta jw. odnoszacy si¢ do
produktéw nie zawierajacych mieka

Wersija 3, wrzesien 2009 Zmiana testu ELISA Wersja 4, kwiecien 2010
Transia Plate SE —Ridascreen SET Total
Usunieto etap wstepnego traktowania
ekstraktu kroliczymi przeciwciatami IgG

anses

ERCPCMMNAIEROME
TORVFOR
mwmwsm
WAL0C00KT

Msoee At Libeeoey
o Foud Sakty

Detection of staphylococcal enterotoxins types SEA to SEE in all
types of food matrices

PN-EN ISO 19020:2017-08

e .t — Mikrobiologia faficucha
[ah—— Zzywnosciowego. Horyzontalna
Version 8, Saptimber 2010 metoda immunoenzymatycznego
wykrywania enterotoksyn
gronkowcowych w Zzywnosci

Ansick OSTYY. Ana Lo PRLTER. Ll PAPINATD,
T Aundae BIXSTRINNT
ak Cararten

e WERE B LNBARD
Coarbnsn of 4 2L o oo Pty S
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PROCEDURA

©Etap ekstrakeji

>do testowanej porcji doda¢ 40 ml ciepte]
wody destylowanej i zhomogenizowat
mieszanine

>wytrzasaé prébke przez 30 minut (wg
normy 30 - 60 minut) w temperaturze
pokojowej w celu utatwienia dyfuzji
toksyny

PROCEDURA

> Doprowadzi¢ pH do poziomu 3,5
(dodajac HCI)
> odwirowa¢ przez co najmniej 15 minut przy
predkosci 3 100 g w 4°C
> przenie$¢ supernatant do zlewki
i zneutralizowaé pH do poziomu 7,3
(dodajac NaOH)
> ponhownie odwirowaé w tych samych warunkach
> odzyskaé faze wodnq,

PROCEDURA

« Etap koncentracji
(dializa)

> dla kazdej prébki
przygotowaé 50 cm
membrany do dializy

> zamknaé jeden koniec
membrany zamknieciem

> napetni¢ otrzymanym -
wczesniej roztworem
uzywajac lejka

> zamknaé drugi koniec N
membrany N

20
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/ Bufordo ekstrakeji  H,0 To nie jest krytyczny parametr

PBS ‘Woda jest iejsza do uzycia ze & i i
ekonomicznych
Zakwaszanie tak ie jest koni aby
ekstraktu wynikéw
nie
Predko$éwirowania  12500g  Nie ma wi ia ale wymagana jest
predkos¢3 130 g
3130g
Temperatura 20°C Nie ma wi ia jednak 4°c
wirowania ulatwia taczenie czasteczek thiszczu i pozwala latwiej wytracié
10c thuszcz
Czas wirowania 30min  Nie ma wiekszegoznaczenia, jednak wymagany jest czas min. 15
minut
15 min
Zageszczanie w tak Drugi punkt krytyczny - ekstrakt musi by¢ zageszczony aby
glikolu uniknaé wynikéw falszywie ujemnych
polietylenowym nie

ESM

| 25 g zmiksowanej probki = 40 ml wody destylowanej |

| Wytracanie enterotoksyn (30 min., mieszanie) |

4

Zakwaszanie pH 3,5 +0,5
o

-/ )
Neutralizacja pH 7,3 +0,3

Zageszczanie w membranie do dializy |

Zestawy do detekcji enterotoksyn
gronkowcowych

Unijne Laboratorium
Referencyjne zaleca zestaw
Ridascreen SET Total

lub Vidas SET 2

do wykrywania enterotoksyny
gronkowcowej w mleku

i produktach mlecznych.

22
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VIDAS Staph enterotoxin II

Oznaczenie
enzymoimmunofluorescencyjne
(ELFA) do wykrywania
enterotoksyn gronkowcowych

za pomocq automatycznego
systemu VIDAS

REAGENT STRIP

J/
SUBSTRATE

547/5";,0

* SPR: Solid Phase Receptade /

24



Prég wartosci Interpretacja
testu

e toksyny (ng toksyny na g produk

8% 93% 100% -

84% 95%

Toksyna E - 66% 93% 100%

25



Vidas Staph enterotoxin II

Miedzylaboratoryjne badania poréwhawcze - marzec 2005

21 laboratoriéw (18 Krajowych Laboratoriéw Unijnych,

8 laboratoriéw francuskich)

- 6 liofilizowanych prébek sera (nie zakazone
enterotoksyna, sfortyfikowane na poziomie 0,1ng/g
i0,25ng/g)

- Specyficznos¢ 100%

- Czuto$¢ 100%

- Doktadno$é¢ 100%

Whioski: metoda Vidas SET2 moze by¢ wykorzystywana do

detekcji enterotoksyn gronkowcowych

Vidas Staph enterotoxin IT

® Poréwnania miedzylaboratoryjne w Stanach Zjednoczonych
® w celu ustalenia limitu detekcji dla réznych produktéw
Zywno$ciowych

- 19 laboratoriéw

- 5 rodzajéw produktéw zywnosciowych (gotowany kurczak,
© szynka, satatka ziemniaczana, pasteryzowane petne mleko,
© pieczarki w puszkach)

- Enterotoksyny A, B, C1, D lub E na 2 poziomach

© zanieczyszczenia (0,25 ng/g i 0,5 ng/g)

- Specyficznoéé 100%

© Whioski: metoda Vidas SET2 powinna by¢ oficjalnie metoda.
pierwszego wyboru podczas wykrywania enterotoksyn
gronkowcowych w zywnosci

Vidas Staph enterotoxin II

© Kwiecien 2008 - miedzylaboratoryjne badania poréwhawcze
zorganizowane przez PIWet-PIB, Zaktad Higieny Zywnoéci
Pochodzenia Zwierzecego - KRAJOWE LABORATORIUM
REFERENCY JNE ds. GRONKOWCOW

- Cel: ocena kompetencji laboratoriéw badawczych w zakresie

wykrywania enterotoksyn gronkowcowych

- 5 laboratoriéw

- 2 prébki nie zanieczyszczone enterotoksyna, 2 prébki

0,5 ng/g, 2 prébki 0,25 ng/g

- Wybrana przez wszystkie laboratoria metoda detekcji - Vidas
SET2

- Wyniki: w 100% zgodne z wynikiem poprawnym w catym

© zakresie badan

- Powtarzalnoéé, odtwarzalnoéé = 100%

@

®
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Przygotowanie prébek, zawiesiny |

wyj$ciowej i rozcienczeh

Mikrobiologia zywnosci i pasz. Przygotowanie
prébek, zawiesiny wyjiciowej i rozcienczen
dnesuqaokr‘o‘r zch do badar mikrobiologicznych
Cze$¢ 5: Specyficzne zasady przygo‘rowama mleka i
przetwordéw mlecznych.

Ma zastosowanie do :
mleka i ptynnych przetworéw mlecznych
- produktéw mlecznych suszonych
- seréw
- kazeiny i kazeinianéw
- masta
- lodéw
- kreméw, deserdw i stodkiej $mietanki
- mleka fer‘menfowanego i Smietany
- Zywnosci na bazie mleka przeznaczonej dla hiemowlat

Przygotowanie prébek, zawiesiny |

wyjéciowe] i rozciefczen

Laboratorium powinno otrzymywaé probki
reprezentatywne, nieuszkodzone ani
niezmienione podczas transportu lub

przechowywania

Przygotowanie prébek, zawiesiny |

wyjSciowe] i rozciehczen

> Produkty mrozone (przechowywaé przed badaniem
w temperaturze od 18 do 27°C przez max. 3h lub
w temperaturze 3 +2°C przez max 24h

> Produkty twarde i suszone (prébke z
rozpuszczalnikiem mieszaé w mieszalniku typu
Ber‘ysmlfycznego)

rodukty ptynne i nielepkie (prébke wymieszaé
recznie lub mechanicznie)

» Produkty niejednorodne (pobiera¢ prébki w sposéb
zapewniajacy pobranie poszczegélnych sktadnikéw
w iloSci odpowiadajacej proporcji tego skiadnika w
produkcie wyjsciowym)
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Przygotowanie prébek, zawiesiny

wyjéciowej i rozcieficzeh

Zawiesina wyjsciowa -
zawiesina, roztwdr lub emulsja otrzymana w
wyniku wymieszania odwazonej lub
odmierzonej okreslonej ilosci badanego
produktu (lub probki do badah przygotowane;|
z produktu) z uzyciem, jesli to konieczne
mieszalnika i zachowaniem okreslonych
$rodkéw ostroznosci, z dziewieciokrotna
iloscia ptynu do rozcienczen (rozciefczalnika)
po osadzeniu sie duzych czastek, jesli sa
obecne

Przygotowanie prébek, zawiesiny
wyjéciowe] i rozciefczen

Rozcienczalniki do ogélnego stosowania:

> Roztwor soli z peptonem

> Plyn Ringera rozciefczony czterokrotnie

> Roztwér peptonu

» Roztwér buforu fosforanowego

> Zbuforowana woda peptonowa
(szczegdlnie polecana do wykrywania obecnosci
Salmonella sp. lub oznaczania liczby
L. monocytogenes)

. rd . .
Przygotowanie probek, zawiesiny
. . .. . ’, ’,
wyjSciowe] i rozciehczen
Rozcienczalniki do specjalnego stosowania:
> Roztwér cytrynianu sodu (do seréw, mleka w proszku
suszonego metoda walcowa i niektérych kazemignow?
> Roztwér wodorofosforanu (V) diFoTasu (do seréw, mleka
suszonego metoda walcowa, mleka fermentowanego,
niektérych kazeinianow, suszonej serwatki kwasowej i
Smietany)
> Roztwdr wodorofosforanu (V) dipotasu z substancj
rzeciwpienigci }ao kazeiny R:wasoweJ,wyTr'qconeJ Ewasem
mlekowym i po ]Puszczkowej)
> Roztwdr fripolifosforanu sodu (do kazeiny podpuszczkowej)

>

Rozcienczalhik do ogdlnego stosowania z roztworem a-
amylazy (do Zywnosci zawierajacej skrobie)
> %Fufor‘owana woda peptonowa z purpurg bromokrezolowg
o produktow kwasnyc
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'PN-EN ISO 6888-1:2001/A1:2004

Na powierzchnig dwéch jafowych piytek Petriego z pozywka
d-park ” 1ml jéciowej,
nastepnie do kolejnych dwdch plytek Petriego przeniesé po 0,1 mi
kolejnych dziesigciokrotnych rozciericzer

Inkubacjaw 35 °C lub w 37 °C przez 18 - 24 h.
W razie potrzeby przediuzy¢ inkubacjg 0 18 ~
24h, )

Czarne Iub szare, biyszczace, wypukle kolnie
Inkubacja 24 h +/-2 1w 35 C lubw 37 °C.

Potwierdzenie:

0,5ml BHI + 0,5ml plazmy krdlicze]

Inkubacja w35 °C lub w 37 °C

Obliczenie liczby gronkowcéw koagulazo-dodatnich w ml produktu na

podstawie liczby potwierdzonych kolonii wyrostych na kolejnych
rozciericzeniach wybranych do liczenia

Test na zdolno$¢ wytwarzania
koagulazy

0,5ml 0,5ml24h
plazmy + hodowli na
kroliczej BHI
g 8 e —
vio wh
J
; = i e o KOAGULAZO-DODATNIE
: (COAGULASE POSITIVE
Interpretacja STAPHYLOCOCCI - CPS)

Ujemny - brak oznak tworzenia fibryny

1+ dodatni - mate, nieuporzadkowane skrzepy

2+ dodatni - maty nieuporzadkowany skrzep

3+ dodatni - duzy, uporzadkowany skrzep

4+ dodatni - cata zawartos¢ probéwki zakrzepta i nie
przemieszcza sie po odwréceniu probéwki

S. aureus ssp. aureus
S. aureus ssp. anaerobius
S. intermedius

S. hyicus ssp. hyicus

S. schleiferi ssp. coagulans

PN-EN ISO 6888-2:2001/A1:2004

Do kazdej z dwch jatowych plytek Petriego przenies¢
pipeta po 1 ml zawiesiny wyjsciowej, nastepnie do
kolejnych dwdch plytek Petriego przenieéé po 1 mi

Kolejnych dziesieciokrotnych rozcieficzen, zala¢ pozywka
Baird-Parkera RPF.

Czarne, szare lub biale kolonie otoczone strefg
zmetnienia wskazujaca na aktywnosé koagulazy

Obliczenie liczby gronkowcéw
koagulazo-dodatnich w ml produktu
na podstawie liczby kolonii wyrostych
na kolejnych rozciericzeniach
wybranych do liczenia
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,""4/‘Wzros1' S. aureus na pozywce Baird-Parkera
z plazma_krélicza i fibrynogenem

5. aureus w serach

- Serki $wieze u( 2.

= Sery miekkie i po’rrwar‘de m .

= Sery z niebieska plesmq

- Sery twarde ! }8

=

- Sery typu .Pasta filata" ‘» A ‘ ‘

Serki $wieze

np. Serek wiejski, ricotta

= Ograniczony wzrost S. aureus
ze wzgledu na kwasne pH

= Wytwarzanie enterotoksyn
gronkowcowych mozliwe jest 3
tylko w mleku surowym -
przeznaczonym do produkcji
sera

= SEA i SED gdy liczba CPS >
106 jtk/g
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~ Sery miekkie* i péHwarde**
b !
np.* Camembert, Brie, Limburger, é“

Feta; **Edam, Gouda

= Bardzo dobre warunki do wzrostu
S. aureus i wytwarzania
enterotoksyn

- W tego rodzaju serach wartosé¢ M
Jjest czesto przekroczona poniewaz
CPS nie sq eliminowane podczas

produkcji

= Odnotowano przypadki wykrycia -
enterotoksyn gronkowcowych jezeli
liczba CPS byta > 106 jtk/g <

Sery twarde
np. Cheddar, Parmiggiano O
Regiano, Grana, Asiago

= tatwe namnazanie sie S. aureus
podczas pierwszych 48 godzin
procesu
= Zakwaszenie i obrébka
termiczna hamuje eliminuje
S. aureus

Sery z niebieska plesniq,

np. Roquefort, Gorgonzola, Stilton,
Danablue

= Dobre warunki do nhamnazania sie S.
aureus podczas pierwszych 48 godzin
procesu

= Wazrost plesni (Penicillium roqueforti)
hamuje wzrost S. aureus

- Obechos¢ enterotoksyn
gronkowcowych mozliwa jezeli liczba
CPS > 100 jtk/g
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Sery typu .pasta filata"

np. Mozarella, Provolone,
Kaskaval

-« Sprzyjajace warunki do
wzrostu gronkowcéw i
wytwarzania enterotoksyn

- Nie odnotowano przypadkéw
gronkowcowych zatru¢
pokarmowych po spozyciu
tego rodzaju seréw

Epidemia z Japonii w roku 2000

> przypadkéw zachorowan

> odttuszczone mleko w proszku uzywane do
wyrobu mleka i jogurtéw o niskiej zawartosci
ttuszczu

> w produktach tych wykryto jedynie
enterotoksyny gronkowcowe w ilosci

> w odttuszczonym mleku w proszku wykryto
enterotoksyny gronkowcowe w ilosci
» dawki wywotujace objawy :

Epidemia z Japonii w roku 2000
PRZYCZYNY:

> Awaria pradu podczas produkcji mleka w
T m
> Niestarannie umyte tanki na mleko

> Niedostateczne dbanie o higieng oséb
pracujacych przy produkcji
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Epidemia z Japonii w roku 2000

» zamkniecie fabryki na 15 dni

> Spadek sprzedazy o ponad 76%

> Straty szacowane na okoto 6 milionéw
Euro

» Zamkniecie 5 fabryk

Epidemia z Norwegii (2003)

® 8 0s6b zachorowato (piecioro dzieci
i dwoje dorostych)

® gwattowne wymioty, biegunka po 1 godzinie od
spozycia positku

® SEH

® przyczyna: puree ziemniaczane zrobione z nie
pasteryzowanego mleka

@ geny dla enterotoksyny wykryto przy uzyciu
reakcji multiplex PCR

Japonia

©Zatrucie pokarmowe po spozyciu jaj

©U 53 o0séb wystapity typowe objawy
gronkowcowego zatrucia pokarmowego

©8 0sob wymagato hospitalizacji

©Czas inkubacji 1,5-4h, wymioty, biegunka

©20 - 40ng SEA, 3,0 x 10° koagulazo-
ujemnych gronkowcdéw
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Francja 2009

® 6 epidemii SFPO

© Zrédto: serek migkki produkowany z
niepasteryzowanego mleka

® Enterotoksyna E

® Pierwsze odnotowane we Francji zatrucia
pokarmowe spowodowane przez SEE

® U 23 o0sdb spodréd 26 wystapity objawy

® Objawy wystapity po 1,5 do 8 h po spozyciu
serka

®CPS >1,5 x 105 jtk/g

Charakterystyka szczepéw koagulazo-
dodatnich gronkowcéw - dane z Francji

> Najczesciej wykrywane w serach sq enterotoksyny D
(sed)

» W produktach po spozyciu ktérych stwierdzano
objawy gronkowcowego zatrucia pokarmowego (SFPO)
najczesciej wykrywano enterotoksyne A (sea)

» Szczepy izolowane z produktéw odpowiedzialnych za
wywotanie SFPO zawieraly geny: sea, sec, sed, seg,
seh, sie, sej, sep, ser

Epidemie gronkowcowych zatrué

pokarmowych
Rok Lokalizacja Rodzaj zywnosci Rodzaj Liczba
SE przypadkow
2000 Japonia Mieko, jogurt pitny A 13420
2007 Austria Mieko smakowe A D 166
2009 Francja Ser z surowego mleka E 23
2012 Stany Potrawka z kurczaka A 22
Zjednoczone
2013 Niemcy Lody A 13
2014 Luksemburg Satatka z makaronem A il
2014 Australia Sushi A D 12
2014 Szwajcaria Ser z surowego mleka A D 14
krowiego
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' Antybiotykoopornosé gronkowcéw

'; Antybiotykoopornos¢ gronkowcéw

MIC - najmniejsze stezenie hamujace (Minimal
Inhibitory Concentration). Najmniejsze stezenie
antybiotyku (wyrazone w mg/l), ktére w okreslonych
warunkach uniemozliwia uzyskanie widocznego wzrostu
bakterii.

Stezenie graniczne - okreslona warto$é MIC, na
podstawie ktérej badany izolat bakteryjny zaliczany
Jjest do kategorii ,wrazliwy" lub ,oporny".

MRSA

> MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus).

> oporno$¢ na metycyline, oznacza opornos¢ na
wszystkie stosowane antybiotyki b-laktamowe

> Ulegaja one selekcji przede wszystkim na skutek
niewtasciwego i bardzo szerokiego stosowania b-
laktaméw

> Szczepy MRSA stanowia powazny problem, poniewaz
niezaleznie od oror‘nos'ci na b-laktamy wykazuja
oporno$¢ na wiele innych antybiotykéw oraz $rodkéw
przeciwbak‘re?ljnych, a niejednokrotnie moga byé
przyczyng epidemii.
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MRSA

PROTOCOL FOR PCR AMPLIFICATION
OF mecA, mecC (mecA,;,251), spa
AND pvl
RECOMMENDED BY THE EURL-AR
2ST VERSION, SEPTEMBER 2012,

DTV Food, National Food Institute

MRSA

® Metoda ma zastosowanie do badania szczepdw
gronkowcéw, w celu stwierdzenia wystepowania u hich
genéw mecA i mecC - warunkujacych opornosé
gronkowcéw na metycyline, oraz genéw spa i pvl.

gen spa

gen mecC

gen mecA

E. coli

PN-ISO 16649-1 Horyzontalna metoda oznaczania liczby beta-
glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli. Cze$é 1: Metoda ptytkowa w
temperaturze 44 stopni C z zastosowaniem membran i 5-bromo-4-chloro-3-
indolilo beta-D-glukuronidu

PN-ISO 16649-2 Horyzontalna metoda oznaczania liczby beta-
glukuronidazo-dodatnich Escherichia coli. Cze$¢ 1: Metoda ptytkowa w
temperaturze 44 stopni C z zastosowaniem 5-bromo-4-chloro-3-indolilo
beta-D-glukuronidu
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1 ml prébkilub zawiesiny wyjéciowe]
przenies¢ do 2 jatowych plytek Petriego
nastepnie do kolejnych dwéch plytek Petriego
przeniesé po 1 ml kolejnych dziesieciokrotnych
rozciericzen

Zalat 15 ml pozywki TBX o temperaturze
47°C.

Inkubacja nie moze
przekroczy¢ 24 h

Odczyt W przypadku podejrzewania obecnosci

uszkodzonych komérek, nalezy wstepnie
(p_ollc_xyé lfolon!e t_ypowe () l_<_atde] ch_ inkubowacé przez 4 h w temperaturze 37°C, a
zawierajacej ponizej 150 kolonii lub wszystkie el
kolonie typowe i nietypowe na plytkach e, ’

zawierajacych ponizej 300 kolonii)
Temperatura inkubacji nie moze przekroczyé
45°C

e v

122 Midewprentl et
v

221, Mieho pumerymwan § e pasery:
aimare hyone praduey sboczns 4

T10 Loy 1) st domey e 10 nmr

1 ml prébkilub zawiesiny wyjéciowej
przenies¢ do jalowej plytki Petriego nastepnie
do kolejnych ptytek Petriego przenies¢ po 1 ml

kolejnych dziesieciokrotnych rozciericzen

Zala¢ 15 ml pozywki agarowej z fioletem, czerwienia,
solami 26tci i glukoza (VRBG) o temperaturze 47 - 50°C.

Po catkowitym zestaleniu mieszaniny wlac do plytek Testy potwierdzajace:
P05 - 10 ml pozywki VRBG w celu utworzenia - Przesiew na posywke nieselektywna
drugiej warstwy. Inkubacja w temperaturze 37°C
- testna fermentacie glukozy (+)

przez 24h
- obecnos¢ oksydazy (-)




0,1 ml prébki lub zawiesiny wyjsciowej
przenies¢ do 2 jatowych plytek Petriego z
pozywka agarowa nastepnie do kolejnych

dwach plytek Petriego przenies¢ po 0,1 ml
kolejnych dziesigciokrotnych rozciericzen.

Wykrywalnos¢ mozna zwigkszyé 10x badajac 1

m prébki lub zawiesiny wyjsciowej posiewajac

na 3 plytki Petriego

i
przez 18-24h w temperaturze 30°C. Inkubacje
przediuzy¢ o kolejne 24h jezeli kolonie nie s3
wyraznie widoczne

Wybra¢ do liczenia ptytki zawierajace mniej niz
150 kolonii, najlepiej z dwéch kolejnych
rozcieficzeny

Testy potwierdzajace
-pozywka agarowa MYP
- hemoliza

39



