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Sposob wykrywania bakterii Salmonella spp., Cronobacter spp. oraz Listeria monocytogenes

W Zywnosci

OPIS

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest sposob wykrywania bakterii z rodzaju Salmonella spp.,
Cronobacter spp. oraz Listeria monocytogenes w zywnosci, w tym sposob odrozniania L.
monocytogenes od L. ivanovii poprzez sprzezenie zmodyfikowanych metod hodowlanych ze
wzmocniong powierzchniowo spektroskopia Ramana (ang. Surface-enhanced Raman

Spectroscopy, SERS).

STAN TECHNIKI

Jednym z podstawowych kryteriow bezpieczenstwa zywnosci jest jej jakos¢
mikrobiologiczna. Badania okreslajace poziom zanieczyszczen mikrobiologicznych, zarowno
surowcow jak 1 gotowych produktéw zywnosciowych, dostarczajg informacji o higienie procesu
produkcyjnego jak 1 jakosci produktow wprowadzonych na rynek.

W badaniach mikrobiologicznych zywnos$ci 1 pasz istotng role odgrywaja metodyczne
normy mig¢dzynarodowe (ISO) 1 europejskie (EN), ktéore w zdecydowane] wigkszosci sa
przyjmowane w Polsce jako normy polskie (PN) i zharmonizowane z wymienionymi normami.
Te konwencjonalne procedury oparte sa o metody hodowlane oraz analize¢ wlasciwosci
biochemicznych  czy  serologicznych  mikroorganizmow.  Kontrolowanie  obecnosci
drobnoustrojéw chorobotwoérczych metodami tradycyjnymi wymaga wykonania wielu
czasochtonnych analiz przez wykwalifikowany personel, dlatego tez procedury te sa obecnie
uzupelniane o nowoczesne metody analityczne lub, w miare mozliwosci, s przez nie

zastepowane. Do tych metod zaliczamy m.in.: spektrometric masowa MALDI-TOF, metody
1



10

15

20

25

PK/3632/AGR

oparte na replikacji DNA in vitro (PCR 1 RT-PCR) czy metody immunochemiczne. Niestety, jak
dotad nie opracowano procedury, ktéra umozliwia szybka detekcje pojedynczych komorek
bakteryjnych w duzej objetosci badanej probki. Z tego powodu wszystkie procedury
identyfikacyjne musza by¢ poprzedzone czasochlonnym procesem namnazania. Nie inaczej
dzieje si¢ w przypadku detekcji bakterii w zywnosci. Obecnos¢ w zywnos$ci okreslonych
rodzajow czy gatunkéw bakterii, w tym Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes czy Cronobacter sakazakii (wg wczesniejszej nomenklatury: FEnferobacter
sakazakii) jest regulowana przez odpowiednie rozporzadzenia Komisji Wspolnot Europejskich
(WE). Wedlug tych regulacji, bakterie z gatunkow L. monocytogenes i C. sakazakii oraz z
rodzaju Salmonella nie powinny by¢ obecne w okreslonych s$rodkach spozywczych
(L. monocytogenes. nieobecne w 25 g zywnosci gotowe] do spozycia przeznaczone] dla
niemowlat oraz gotowe] do spozycia zywnosci specjalnego medycznego przeznaczenia,
Salmonella spp.: nieobecne w 25 g réznych rodzajow zywnosci, C. sakazakii: nieobecne w 10 g
preparatu w proszku do poczatkowego zywienia niemowlat 1 zywnosci dietetyczne] w proszku
specjalnego przeznaczenia medycznego przeznaczonej dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy).
Opracowane zostaly metodyczne normy miedzynarodowe wykrywania oraz identyfikacji tych
bakterii w zywnos$ci. Dla trzech wymienionych wyzej rodzajow i/lub gatunkow bakterii
opracowano nastepujace normy: 1) PN-EN ISO 6579:2003 - Mikrobiologia zywnosci 1 pasz;
Horyzontalna metoda wykrywania Salmonella spp., 2) PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 -
Mikrobiologia zywnosci 1 pasz; Horyzontalna metoda wykrywania obecnosci 1 oznaczania liczby
Listeria monocytogenes - cze$¢ 1. Metoda wykrywania obecnosci oraz 3) PKN-ISO/TS 22964:
2008 - Mleko i przetwory mleczne - Wykrywanie Enterobacter sakazakii.

Kazda z tych norm przewiduje zastosowanie procedur opartych o hodowle mikroorganizméow na
specyficznych podlozach selektywnych, a nastepnie identyfikacje bakterit na podstawie

whasciwosci metabolicznych. Przeprowadzenie pelnego badania, z potwierdzeniem obecnosci
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okreslonego rodzaju czy gatunku bakterii w badanej probce moze zaja¢ nawet do siedmiu dni. Z
tego powodu poszukuje si¢ nowych metod, ktére umozliwia skrocenie czasu analizy.
Spektroskopia Ramana to technika polegajaca na pomiarze promieniowania rozproszenia
Ramana, czyli nieelastycznego rozpraszania fotonéw w wyniku ich oddziatywania z badanymi
molekutami. Wykorzystujac spektrometr Ramana oraz baz¢ widm istniejgcych zwiazkéw
chemicznych mozliwe jest dokonanie identyfikacji nieznanej substancji. Ma ona jednak
zasadnicza wade, a mianowicie, jest efektem relatywnie stabym - zaledwie jeden na 10° fotonow
ulega rozproszeniu nieelastycznemu. Udoskonalona technika pomiaréw, ktora zostata nazwana
wzmocniong powierzchniowo spektroskopia Ramana (ang. Surface-enhanced Raman
spectroscopy, SERS), opiera si¢ na pomiarze intensywnosci promieniowania nadfioletowego,
widzialnego lub podczerwonego rozproszonego w sposob nieelastyczny na molekutach
znajdujacych sie na powierzchni nanoczastek odpowiedniego metalu (K. Kneipp, H. Kneipp, L.
Itzkan, R. R. Dasari, M. S. Feld, (1997) Physical Review Letters, 78, 1667; S. Nie, S. R. Emory
(1997) Science, 275, 1102). Wielko$¢ wzmocnienia sygnatu Ramana nie zalezy tylko od
obecnosci metalu jako podtoza. Na efekt SERS wpltywaja réwniez czynniki takie jak: czestos¢
wzbudzajaca wigzki laserowej, efektywny ramanowski przekro] czynny, czas ekspozycji na

promieniowanie oraz rodzaj badanej substancji.

Sktad podioza i wielko$¢ nanostruktur je pokrywajacych moga si¢ zasadniczo rézni¢ w
zaleznosci od rodzaju podloza SERS. Srednica tych struktur nie powinna przekraczaé zakresu
kilkudziesieciu - kilkuset nanometréw, a w sktad powinien wchodzi¢ przynamniej jeden z trzech
metali: zloto, srebro lub miedz. Omoéwione wyzej parametry wplywaja na pdzniejsze
zastosowanie platformy SERS. W celu uzyskiwania takich podlozy wykorzystuje sie wiele
roznych materiatéw 1 metod, m. in.: koloidy metali, cykle reakcji redoks, trawienie chemiczne,
ablacje laserowa, napylanie. Jednak nie wszystkie rodzaje platform SERS opisane w literaturze

naukowe] mozna wykorzysta¢ w celu detekcji i/lub identyfikacji mikroorganizmow, takich jak
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bakterie. Okazuje sie, ze tylko niektére powierzchnie wzmacniajace umozliwiajg otrzymanie
obrazu spektralnego badanych bakterii. Podloza, ktére sg odpowiednie do badan bakterii daja
powtarzalne widma charakterystyczne dla danego gatunku. Identyfikacja opiera si¢ wowczas na
dopasowaniu otrzymanego obrazu spektralnego do widm znajdujacych sie¢ w bazie stworzone;j

dla konkretnego rodzaju platformy SERS.

Dotychczas opublikowano kilka prac na temat identyfikacji mikroorganizméw metoda
SERS, jednak zadna z nich nie przedstawia bezposredniego sposobu wykrywania bakterii
patogennych z zywnosci, a ponadto nie taczy ze sobg metody SERS ze standardami ISO. Znany
jest jedynie sposdb wykrywania bakterii z rodzaju Salmonella w zywnosci metoda spektroskopii
Ramana potaczone] ze standardami ISO (A. Assaf, C.B.Y. Cordella, G. Thouand, (2014).
Analytical Bioanalytical Chemistry, 406, 4899-4910). Jednak w opisane] metodzie normalny
sygnal ramanowski pochodzacy od bakterii byt na tyle staby, ze analiza chemometryczna nie

pozwolita na jednoznaczng identyfikacj¢ tych bakterii.

Technika SERS, cho¢ zostata juz poznana pod wzgledem mozliwos$ci detekcji oraz identyfikacji
bakterii, jako metoda niezwykle czuta wymaga specjalnego sposobu obrébki i przygotowania
prébki do badan. W przeciwnym razie uzyskane wyniki sg niepowtarzalne i obarczone znacznym

btedem, a przez to niewiarygodne.

Nie sg znane metody szybkiej detekeji 1 identyfikacji bakterii rodzaju Salmonella, Cronobacter
oraz L. monocytogenes w zywnosci wykorzystujace wzmocniong powierzchniowo metode
Ramana (SERS) potaczong ze standardami ISO i umozliwiajace rzeczywiste wykorzystanie tej

metody do badania jakosci mikrobiologicznej zywnosci.

UJAWNIENIE WYNALAZKU
W swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest przezwycigzenie
wskazanych niedogodnosci 1 dostarczenie szybkiego sposobu detekcji i identyfikacji komérek
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bakteryjnych w zywnos$ci z uwzglednieniem pierwszych etapéw namnazania bakterii natomiast
umozIliwiajace pominigcie testow biochemicznych.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze w sposobie wykrywania obecnosci w zywnosci bakterii
wybranych sposrod Salmonella spp., Cronobacter spp. albo L. monocytogenes wedtug
wynalazku taczac metody hodowlane z technika SERS, mozliwe jest skrocenie catkowitego
czasu wykrywania i identyfikacji bakterii w zywnos$ci do zaledwie okoto 48 godz. z okoto 7 dni
potrzebnych dla obecnie stosowanych metod. Sama metoda pomiaru SERS stosowana w
sposobie wykrywania obecnosci bakterii w zywnosci nie wymaga zastosowania zadnych
odczynnikow i trwa zaledwie kilkadziesiat sekund. Podtoza SERS, ktore sa tu wykorzystywane,
moga by¢ w niektérych przypadkach odnawialne, dzieki czemu koszt detekcji 1 identyfikacji
bakterii nie jest wysoki. Ponadto okazalo si¢, ze sposéb wedlug wynalazku gwarantuje

powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow 1 pewnos$¢ rezultatu.

W zwigzku z powyzszym okazalo si¢, ze istnieje mozliwos¢ szybkiej detekcji i
identyfikacji pojedynczych bakterii, szczegdlnie bakterii z rodzaju Salmonella, Cronobacter oraz
L. monocytogenes, z probek zywnoSci przy wykorzystaniu sposobu wedlug wynalazku

opierajacego si¢ na wstepnej hodowli potaczonej z analiza technika SERS.

Ponadto okazato si¢, ze stosujac sposob wedtug wynalazku mozna odrozni¢ od siebie
dwa gatunki patogenne z rodzaju Listeria: L. monocytogenes 1 L. ivanovii bez prowadzenia
dodatkowych testow biochemicznych. Te dwa gatunki mozna odrézni¢ od gatunkow
niepatogennych (np. L. innocua, L. welshimeri, L. grayi) stosujac agarowe podtoze wybidrczo-
roznicujgce wg Ottaviani 1 Agosti zgodne z normg PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005. Bakterie
z rodzaju Listeria na podlozu agarowym wg Ottaviani 1 Agosti tworza kolonie w kolorze
turkusowym, natomiast kolonie gatunkéw patogennych dodatkowo otoczone sa mleczng strefa,
co jest wynikiem aktywnos$ci enzymu, fosfolipazy C (ang. PI-PLC - phosphatidylinositol-
specific phospholipase C). Jednak odréznienie od siebie dwoch gatunkow patogennych wymaga
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przeprowadzenia dodatkowych testow biochemicznych (testu na hemolize, testu CAMP 1 testu
na zdolnos$¢ fermentacji ramnozy 1 ksylozy). Zastosowanie sposobu wykrywania w zywnosci
bakterii przy wykorzystaniu metody SERS wedlug wynalazku daje mozliwos¢ szybkiego
odréznienia L. ivanovii od L. monocytogenes, poniewaz bakterie te hodowane na tym samym

podtozu i w tych samych warunkach, daja rozne widma.

Zgodnie z wynalazkiem sposob wykrywania bakterii Salmonella spp., Cronobacter spp.
oraz L. monocytogenes w zywnosci, zwtaszcza gotowej do spozycia, przy wykorzystaniu metod
hodowlanych sprzezonych z powierzchniowo wzmocniong spektroskopia Ramana, oparty jest na
jednolitym ogdlnym schemacie postepowania i obejmuje etapy korzystne réznigce si¢ miedzy

soba w szczegotach wykonania w zalezno$ci od gatunku/rodzaju wykrywanej bakterii:

Przedmiotem wynalazku jest wiec sposob wykrywania w zywnosci bakterii Salmonella

spp., Cronobacter spp. albo L. monocytogenes, ktory obejmuje nastepujace etapy:

a) umieszcza si¢ probke badane) zywnosci w plynnej pozywce namnazajacej
odpowiedniej dla danego rodzaju/gatunku bakterii 1 wstepnie namnaza si¢ w warunkach

zblizonych do optimum dla danej bakterii;

b) pobiera si¢ mieszaning uzyskana w pkt. a) z jednoczesnym przeniesieniem na
zestalone podtoze wybidrczo — roznicujace odpowiednie dla danego rodzaju/gatunku bakterii 1
prowadzi dalsza hodowle na tym podlozu w warunkach zblizonych do optimum dla danego

rodzaju/gatunku bakterii przez czas umozliwiajacy wyrosniecie pojedynczych kolonii bakterii;

¢) przenosi sie odpowiednig pojedyncza koloni¢ bakteryjna z podloza wybiorczo —
réznicujacego z pkt b) do plynu, korzystnie soli fizjologicznej z jednoczesnym zawieszeniem
bakterii w ptynie;

d) przenosi si¢ uzyskang w pkt ¢) zawiesine na odpowiednie podtoze SERS;

e) wykonuje si¢ pomiar wzmocniong powierzchniowo spektroskopia Ramana;

6
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f) analizuje si¢ uzyskany wynik w odniesieniu do wyznaczonego standardu dla
okreslonego rodzaju/gatunku bakterii i okresla si¢ wystepowanie lub brak wystepowania
okreslonego rodzaju/gatunku bakterii w badanej zywnosci, przy czym korzystny wyznaczony

standard jest przedstawiony na Fig.2.

W sposobie wykrywania w zywnosci bakterii Sa/monella spp., Cronobacter spp. albo L.
monocytogenes w etapie f) korzystnie uzyskany wynik poréwnuje si¢ wobec standardow
wyznaczonych i przedstawionych na widmach (A) dla Salmonella spp., (B) dla Cronobacter spp.
albo (C) dla L. monocytogenes jak przedstawionych na Fig.2. Standardy w bazie danych, ktérych
wyniki przedstawione sa na Fig.2 zostaly uzyskane przez pomiary SERS bakterii znanych
gatunkéw, ktére zostaly sztucznie wprowadzone do probek zywnosci 1 dalej hodowane,
umieszczane 1 analizowane na podtozach SERS wedlug sposobéw opisanych w dalej
przedstawionych przyktadach wykonania.

Uzyskane widmo porownuje sie¢ z widmami réznych gatunkéw bakterii znajdujacymi sie
w bazie widm uzyskanej wedtug Przyktadu 1 przy zastosowaniu metody PCA (ang. Principal
Component Analysis). Analiza poréwnawcza PCA umozliwia okreslenie przynaleznosci
rodzajowej/gatunkowe] analizowanych bakterii z doktadnoscig 98%.

Stad korzystny jest sposob wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii, w ktorym w
etapie d) stosuje sie¢ podtoze SERS, zawierajace tlenek indowo-cynowy (ITO) oraz nanoczastki

srebra.

W korzystnym sposobie wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii pomiar
wzmocniong powierzchniowo spektroskopia Ramana w etapie e) wykonuje si¢ przy dtugosci fali

785 nm, mocy lasera S mW i1 czasie pojedynczego pomiaru okoto 60 s.
Réwnie korzystnie w sposobie wykrywania wystepowania w zywnos$ci bakterii w etapie
¢) pojedyncza koloni¢ przeptukuje sie co najmniej jednokrotnie, korzystniej co najmniej
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dwukrotnie, korzystniej 3-krotne w tym ptynie, a nastgpnie zawiesza si¢ bakterie w czystej porcji
plynu, korzystnie w plynie fizjologicznym, przy czym korzystnie uzyskany przeptukany osad

ostatecznie zawiesza si¢ 10 pl ptynu.

W  korzystnym sposobie wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii  gdy
wykrywanie jest prowadzone w kierunku bakterii z rodzaju Salmonella spp.
W etapie a) umieszcza si¢ probke badanej zywnosci, korzystnie 25 g probki badanej zywnosci, w
plynne; pozywce namnazajacej, korzystnie w 225 ml pozywki namnazajacej, przy czym
korzystna pozywka namnazajaca jest woda peptonowa; 1 przy czym wstgpne namnazanie

prowadzi si¢ przez okoto 20 godz. w temperaturze okoto 37 °C; 1

w etapie b) pobiera si¢ dwie probki mieszaniny uzyskanej w pkt. a); korzystnie pobiera
sie¢ dwukrotnie po 10 ul mieszaniny uzyskanej w pkt. a), ktorg przenosi si¢ na co najmniej dwa
rozne zestalone podloza wybiorczo —selektywne odpowiednie dla Salmonella spp. 1 prowadzi

dalsza hodowle przez okoto 24 godz. w temperaturze okoto 37 °C; i

w etapie ¢) przenosi sie do ptynu odpowiednia pojedyncza kolonie bakteryjna z podtoza
wybiérczo — selektywnego odpowiedniego dla Salmonella spp. o cechach wilasciwych dla

Salmonella spp. na tym z podtozu wybidrczo — selektywnym; i

w etapie f) analizuje si¢ uzyskany wynik w odniesieniu do standardu przedstawionego na

krzywej (A) na Fig 2.

Réwnie korzystnie w sposobie wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii, gdy
wykrywanie jest prowadzone w kierunku bakterii z rodzaju Salmonella spp. podtozem
wybidérczo — selektywnym w etapie b) jest stale podtoze chromogenne, korzystnie podloze
zawierajace S-bromo-4-chloro-3-indolo-galaktopiranozyd (X-gal) i kaprylan 5-bromo-6-chloro-

3-indolu i/lub podtoze z ksyloza 1 lizyna, korzystnie podtoze Xylose-Lysine-Desoxycholate.
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W korzystnym sposobie wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii gdy

wykrywanie jest - w kierunku bakterii Listeria monocytogenes

w etapie a) umieszcza si¢ probke badanej zywnosci, korzystanie 25 g probki badanej
zywnos$ci, w ptynnej pozywce namnazajacej, korzystnie w 225 ml pozywki namnazajacej, przy
czym korzystng pozywka namnazajaca jest pozywka poOt-Frasera 1 przy czym wstgpne

namnazanie prowadzi si¢ okoto 24 godz. w temperaturze okoto 30 °C, 1

w etapie b) pobiera si¢ probke mieszaniny uzyskanej w pkt. a), korzystnie pobiera sie
10 pl mieszaniny uzyskanej w pkt. a), ktére przenosi si¢ na podtoze wybiorczo — selektywne
odpowiednie dla Listeria i1 prowadzi dalsza hodowle przez okoto 24 godz. w temperaturze

okoto 37°C; i

przy czym korzystnym podifozem wybidrczo — selektywnym jest podtoze chromogenne,
korzystnie podioze zawierajace S-bromo-4-chloro-3-indoksyloglukozyd, korzystnie jest nim

Chromogenic Listeria Lab Agar;

w etapie ¢) przenosi sie do ptynu odpowiednia pojedyncza kolonie bakteryjna z podtoza
wybiérczo — selektywnego odpowiedniego dla L. monocytogenes 1lub L. ivanovii, o cechach

wlasciwych dla tych dwoch gatunkéw Listeria na tym podiozu wybidrezo — selektywnym; i

w etapie f) analizuje si¢ uzyskany wynik w odniesieniu do standardu przedstawionego na

krzywej (B) na Fig.2.

Réwnie korzystnie w sposobie wykrywania wystepowania w zywnos$ci bakterii gdy

wykrywanie jest prowadzone w kierunku bakterii Cronobacter spp., korzystniej C. sakazakii

W etapie a) umieszcza si¢ probke badanej zywnosci, korzystnie umieszcza si¢ 10 g badane]
zywno$ci w plynnej pozywce namnazajacej, korzystnie w 90 ml plynnej pozywki namnazajace;,
przy czym korzystng pozywka namnazajaca jest woda peptonowa, i przy czym wstepne
namnazanie prowadzi si¢ okoto 20 godz. w temperaturze okoto 37 °C; i

9
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w etapie b) pobiera si¢ mieszaning uzyskang w pkt. a), korzystnie pobiera si¢ 10 pul
mieszaniny uzyskanej w pkt. a), 1 przenosi si¢ na podtoze wybidrczo —selektywne odpowiednie
dla Cronobacter spp., korzystniej C. sakazakii, korzystnie na podloze zawierajace X-alfa-
glukopiranozyd, korzystniej jest nim podloze ESIA Lab Agar, i1 korzystnie prowadzi dalsza

hodowle przez okolo 24 godz. w temperaturze okoto 44 °C, i

w etapie ¢) przenosi sie do ptynu odpowiednia pojedyncza kolonie bakteryjna z podtoza
wybiérczo — selektywnego odpowiedniego dla Cronobacter spp., korzystniej C. sakazakii o
cechach wlasciwych dla Cronobacter spp., korzystniej C. sakazakii na tym z podtozu wybidrczo

— selektywnym; 1

w etapie f) analizuje si¢ uzyskany wynik w odniesieniu do standardu przedstawionego na
krzywej (C) na Fig.2.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sg réwniez niniejszym

wlaczone jako referencje.

KROTKI OPIS FIGUR
Dla lepszego zrozumienia wynalazku, zostat on zilustrowany w przyktadach wykonania oraz
na zataczonych figurach rysunku, na ktorych:
Fig. 1 przedstawia dwa obrazy SEM podiozy ITO/Ag z zaadsorbowanymi do ich
powierzchni bakteriami Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium)
Fig. 2 przedstawia widma SERS bakterii: (A) S. Typhimurium (B) L. monocytogenes 1
(C) C. sakazakii zaadsorbowanych na podtozu ITO/Ag.
Fig. 3 przedstawia analiz¢ chemometryczng PCA dla otrzymanych widm bakterii (do

analizy kazdego z gatunkéw wykorzystano 30 widm)

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU
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Ponizsze przyktady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz
wyjasnienia poszczegolnych jego aspektow, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny by¢
utozsamiane z catym jego zakresem, ktory zdefiniowano w zataczonych =zastrzezeniach.
W ponizszych przyktadach, jesli nie wskazano inaczej stosowano standardowe materiaty 1
metody stosowane w dziedzinie lub postgpowano zgodnie z zaleceniami producentéw dla
okreslonych materialow 1 metod.

Podloza plynne: (a) zbuforowana woda peptonowa wykorzystywane do hodowli bakterii z
rodzaju Salmonella 1 Cronobacter, (b) MKTTn, RVS wykorzystywane do hodowli bakterii
Salmonella, (c) podtoze pot-Frazer 1 Frazer wykorzystywane do hodowli L. monocytogenes, (d)
mLST wykorzystywane do hodowli bakterii z rodzaju Cronobacter pochodzity z firmy Biocorp
a ich sktad jest opisany w normach PN-EN ISO 6579:2003, PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005
oraz 3) PKN-ISO/TS 22964: 2008.

Podloza agarowe: (a) Chromogenic Salmonella Lab Agar i XLD wykorzystywane do hodowli
bakterii z rodzaju Salmonella, (b) Chromogenic Listeria Lab Agar i Palcam wykorzystywane do
hodowli L. monocytogenes i L. ivanovii oraz ESIA Lab Agar wykorzystywane do hodowli
bakterii z rodzaju Cronobacter pochodzily z firmy Biocorp. Sktad podioz XLD, Chromogenic
Listeria Lab Agar, Palcam oraz ESIA Lab Agar jest opisany w normach PN-EN ISO 6579:2003,
PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 oraz PKN-ISO/TS 22964: 2008. Skiad podloza

Chromogenic Salmonella Lab Agar opisany przez producenta.

PRZYKLADY

Przyklad 1 - uzyskanie standardéw poprzez wyznaczenie widm SERS dla
poszczegdlnych rodzajéw/gatunkdw bakterii

Poczatkowo produkty spozywcze umieszczono w kolbie z odpowiednia pozywka
namnazajaca ptynna (dla S. Typhimurium 1 C. sakazakii - zbuforowana woda peptonowa, dla L.

monocytogenes — pozywka pot-Frasera) oraz zaszczepiono je 100 jtk danego gatunku bakterii. W
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przypadku wykrywania bakterii S. Typhimurium matryca byly jaja kurze w ilosci 25 g, w
przypadku L. monocytogenes - szynka gotowana w ilosci 25 g, a w przypadku C. sakazakii - 10 g
mleka w proszku dla niemowlat. Hodowle prowadzono przez 20 godz. w temperaturze 37 °C w
przypadku S. Typhimurium i C. sakazakii oraz przez 24 godz. w temperaturze 30 °C w
przypadku L. monocytogenes.

Nastepnie, pozywki plynne namnazajace z namnozonym materialem biologicznym
przeszczepiono zaré6wno na pozywki selektywne ptynne jak 1 state. Pozywki z S. Typhimurium
w ilosci 1 ml zostaly przeszczepione do 10 ml pozywek RVS (hodowla przez 24 godz. w
temperaturze 41,5 °C) 1 MKTTn (hodowla przez 24 godz. w temperaturze 37 °C) oraz w ilosci
10 ul na pozywki Chromogenic Salmonella Lab Agar i XLD (w obydwu przypadkach hodowla
przez 24 godz. w temperaturze 37 °C), pozywki z L. monocytogenes w ilosci 0,1 ml zostaly
przeszczepione do 10 ml pozywki Frasera (hodowla przez 48 godz. w temperaturze 37 °C) oraz
w ilosci 10 ul na pozywki Chromogenic Listeria Lab Agar i Palcam (w obydwu przypadkach
hodowla przez 24 godz. w temperaturze 37 °C), a pozywki z C. sakazakii w 1losci 0,1 ml zostaly
przeszczepione do 10 ml pozywki mLST (hodowla przez 24 godz. w temperaturze 44 °C) oraz w
ilosci 10 ul na pozywke ESIA Lab Agar (hodowla przez 24 godz. w temperaturze 44 °C). Po
odpowiednim czasie hodowli pobrano material tylko z pozywek wybiorczo-réznicujacych
statych i przeniesiono do probéwek typu eppendorf zawierajacych 10 ul ptynu fizjologicznego.
Material ze wszystkich pozywek pltynnych przeniesiono w ilosci 10 pl na nastepujace podloza
state: Chromogenic Salmonella Lab Agar i XLD w przypadku §. Typhimurium (w obydwu
przypadkach hodowla przez 24 godz. w temperaturze 37 °C), Chromogenic Listeria Lab Agar 1
Palcam w przypadku L. monocytogenes (w obydwu przypadkach hodowla przez 24 godz. w
temperaturze 37 °C oraz ESIA Lab Agar w przypadku C. sakazakii (hodowla przez 24 god.z w
temperaturze 44 °C). Po odpowiednim czasie hodowli pobrano material z tych pozywek 1

przeniesiono do probowek typu eppendorf zawierajacych 10 ul plynu fizjologicznego. Dwa
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warianty hodowli w przypadku kazdego z gatunkéw bakterii miaty na celu sprawdzenie, czy
miedzy widmami SERS beda wystepowaty roznice.

Wszystkie ww. typy hodowli prowadzono rowniez z dluzszym wariantem czasu hodowli t;.
tacznie 72 godz. wraz z pomiarem SERS. Zastosowanie dodatkowego, dtuzszego wariantu
hodowli nie wplyneto na zmiany w widmach bakterii badanych SERS, w zwigzku z czym
mozliwe jest zastosowanie tylko wariantéw krotszych czasowo, co pozwala przyspieszy¢ czas do
uzyskania koncowego wyniku analizy.

W kazdym przypadku do trzech oddzielnych probowek typu eppendorf z ptynem fizjologicznym
pobrano po jednej kolonii danego rodzaju/gatunku bakterii (w przypadku S. Typhimurium
kolonie fioletowe na Chromogenic Salmonella Lab Agar 1 czarne na XLD, w przypadku L.
monocytogenes kolonie turkusowe z bialym , halo” wokot kolonii na Chromogenic Listeria Lab
Agar 1 szaro-zielone na Palcam oraz w przypadku C. sakazakii kolonie zielone na ESIA Lab
Agar). Probowki zwirowano przy obrotach 4000 rpm, Pltyn znad kolonii zlano, a probowki
zalano 20 ul plynu fizjologicznego i1 ponownie zwirowano. Procedur¢ powtorzono 3 razy.
Ostatecznie pelety zawieszono w objetosci 10 ul i w ilosci 5 pl przeniesiono na podtoze SERS
ITO/Ag. Pomiary SERS prowadzono od razu po naniesieniu peletu, w temperaturze pokojowej,
mocy lasera 5 mW, czasie pojedynczego pomiaru 60 s 1 dtugosci fali lasera 785 nm. Uzyskane
widma z kazdej probki usredniono w obrebie tego samego gatunku. Widma te stuza jako

standardy odniesienia i zostaly przedstawione na Fig.2.

Przyklad 2 — okreslenie wystepowania bakterii w produktach spozywczych

Produkty spozywcze umieszczono w kolbie z odpowiednia pozywka hodowlang ptynna.
W przypadku detekcji 1 identyfikacji bakterii S. Typhimurium w oddzielnych kolbach
umieszczono 25 g jaj kurzych i 25 g wedzonego tososia w 225 ml wody peptonowej, w
przypadku L. monocytogenes- 25 g szynki gotowane] 1 25 g wedzonego tososia w 225 ml

pozywki po&t-Frazera a w przypadku C. sakazakii- 10 g zi6l prowansalskich i 10 g mleka w
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proszku dla niemowlat w 90 ml wody peptonowej. Hodowle prowadzono przez 20 godz. w
temperaturze 37 °C w przypadku S. Typhimurium 1 C. sakazakii oraz przez 24 godz. w
temperaturze 30 °C w przypadku L. monocytogenes.

Wszystkie hodowle prowadzono w trzech wariantach: wariant kontrolny — do pozywki
dodano jedynie probke zywnosci w odpowiedniej ilosci, wariant eksperymentalny I - do pozywki
dodano prébke zywnosci w odpowiedniej ilosci oraz ok. 100 jednostek tworzacych koloni¢ (jtk
(ang. cfu)), wariant eksperymentalny II - do pozywki dodano probke zywnosci w odpowiedniej
ilosci oraz ok. 10 jednostek tworzacych koloni¢ (jtk). W celu dodania odpowiedniej ilosci
bakterii do pozywek plynnych, w przypadku obydwu wariantow eksperymentalnych,
skorzystano z densytometru (skala McFarlanda). Miato to na celu sprawdzenie granicy detekcji
bakterii metoda wedtug wynalazku.

Nastepnie, pozywki plynne namnazajace z namnozonym materialem biologicznym
przeszczepiono na pozywki selektywne state. Pozywki z S. Typhimurium w ilosci 10 pl na
pozywki Chromogenic Salmonella Lab Agar 1 XLLD (w obydwu przypadkach hodowla przez 24
godz. w temperaturze 37 °C), pozywki z L. monocytogenes w ilosci 10 pl na pozywki
Chromogenic Listeria Lab Agar i Palcam (w obydwu przypadkach hodowla przez 24 godz. w
temperaturze 37 °C), a pozywki z C. sakazakii w ilosci 10 pl na pozywke ESIA Lab Agar
(hodowla przez 24 godz. w temperaturze 44 °C). Po odpowiednim czasie hodowli pobrano
materiat z pozywek selektywnych statych 1 przeniesiono do probdéwek typu eppendorf
zawierajacych 10 ul ptynu fizjologicznego. W kazdym przypadku do trzech oddzielnych
probéwek typu eppendorf z plynem fizjologicznym pobrano po jednej kolonii danego
rodzaju/gatunku bakterit (w przypadku Salmonella: kolonie fioletowe na Chromogenic
Salmonella Lab Agar 1 czarne na XLD, w przypadku L. monocytogenes kolonie turkusowe z
bialym ,,halo” wokot kolonii na Chromogenic Listeria Lab Agar 1 szaro-zielone na Palcam oraz

w przypadku C. sakazakii kolonie zielone na ESIA Lab Agar).
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Proboéwki wirowano przy obrotach 4000 rpm. Plyn usunigto, a osad zalano 20 pl plynu
fizjologicznego 1 ponownie zwirowano. Procedure ptukania powtorzono 3 razy. Ostatecznie
pelety zawieszono w objetosci 10 ul 1 w iloSct 5 pl przeniesiono na podtoze SERS ITO/Ag.
Pomiary SERS prowadzono od razu po naniesieniu peletu, w temperaturze pokojowej, przy
mocy lasera 5 mW, czasie pojedynczego pomiaru 60 s i dlugosci fali lasera 785 nm. Otrzymane
wyniki, dla wariantow eksperymentalnych I 1 IT pokrywaty si¢ z widmami uzyskanymi wedtug
standardu (Przyktad 1). Co wiecej wykazano, ze mozliwa jest detekcja nawet pojedynczych
komérek bakteryjnych w zywno$ci. W wariantach kontrolnych nie otrzymano kolonii
bakteryjnych szukanych gatunkow. W ramach potwierdzenia jednoznacznosci otrzymanych
rezultatow, przeanalizowano pod wzgledem spektrometrycznym pozostate kolonie bakterii, ktore
roznity sie kolorem od bakterii szukanych, lecz wspdtwystepowaly z nimi na podtozach
wybiérczo-roznicujacych. Ich widma roznity sie od widm bakterii szukanych, co potwierdzita

analiza chemometryczna (PCA).

Przyklad 3 — korzystne przyktady sposobu wykrywania bakterii w zywnosci dla
poszczegdlnych grup bakterii

Ponize] przedstawione sa przeprowadzone szczegoOlnie korzystne warianty sposobu
wykrywania bakterii w zywnosci wedtug wynalazku dla poszczegolnych grup bakterii: Sposob
wykrywania bakterii w zywnosci dla poszczegdlnych grup bakterii prowadzony byly zgodnie z
procedura opisana w przyktadzie 1 1 2 z nastepujgcymi modyfikacjami

Salmonella spp.

a) Hodowle prowadzono z 25 g zywnosci w 225 ml pozywki namnazajacej;

b) Prowadzono réownoczesnie hodowle 10 pl uzyskanej mieszaniny na dwoch roznych
poditozach wybidrczo-selektywnych przez 24 godz. w temperaturze 37 °C;

¢) Przeniesiono pojedyncza koloni¢ bakterii z rodzaju Sa/monella (o odpowiedniej barwie

wskazane] przez producenta) do plynu fizjologicznego (0,9% NaCl), trzykrotne
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d)

g)

h)

1))

k)

D

odptukano w plynie fizjologicznym 1 ostateczne zawieszono w czyste] porcji plynu
fizjologicznego;

Przeniesiono uzyskang zawiesing na podtoze SERS;

Przeprowadzono pomiar ramanowski i analiz¢ PCA w odniesieniu do standardu

przedstawionego na krzywej (A) na Fig.2.

Listeria monocytogenes

Hodowle prowadzono z 25 g zywnosci w 225 ml pozywki namnazajacej;

Prowadzono hodowle 10 pl uzyskanej mieszaniny na podtozu wybiorczo-selektywnym
przez 24 godz. w temperaturze 37 °C;

Przeniesiono pojedyncza koloni¢ Listeria (o odpowiedniej barwie wskazanej przez
producenta) do plynu fizjologicznego (0,9% NaCl), trzykrotne odptukano w ptynie
fizjologicznym i ostateczne zawieszono w czyste] porcji ptynu fizjologicznego;
Przeniesiono uzyskang zawiesing na podtoze SERS;

Przeprowadzono pomiar ramanowski i1 analiz¢ PCA w odniesieniu do standardu,

przedstawionego na krzywej (B) na Fig.2.

Cronobacter sakazakii (we poprzedniej nomenklatury: Enterobacter sakazakii)

Hodowle prowadzono z 10 g zywno$ct w 90 ml pozywki namnazajace;;

Hodowano 10 pl uzyskanej mieszaniny na podtozu wybidrczo-selektywnym;

m) Przeniesiono pojedyncza koloni¢ bakterii z rodzaju Cronobacter (o odpowiedniej barwie

n)

wskazane] przez producenta) do plynu fizjologicznego (0,9% NaCl), trzykrotne
odptukano w plynie fizjologicznym 1 ostateczne zawieszono w czyste] porcji plynu
fizjologicznego.

Przeniesiono uzyskang zawiesing na podtoze SERS;
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o) Prowadzono pomiar ramanowski 1 analiz¢ PCA w odniesieniu do standardu
przedstawionego na krzywej (C) na Fig.2.

Korzystnie w innym wykonaniu, w etapie a) i k) jako pozywke namnazajaca zastosowano

wode peptonowa (sktad: pepton 10.0 g/, NaCl 5.0 g/L., Na,HPO, 3.5 g/L., KH,PO, 1.5 g/L),
zatwierdzona w metodzie ISO, a hodowle prowadzono przez 20 godz., w temperaturze 37 °C.

Korzystnie w innym wykonaniu w etapie b) do hodowli selektywnej zastosowano state

podloza chromogenne, korzystnie podioze zawierajace S-bromo-4-chloro-3-indolo-
galaktopiranozyd (X-gal) i kaprylan 5-bromo-6-chloro-3-indolu oraz podloze Xylose-Lysine-
Desoxycholate - XLD (z ksyloza i lizyng), jako ze metoda ISO przewiduje zastosowanie dwoch
pozywek selektywnych: XLD oraz innej wybranej pozywki selektywne;.

Korzystnie w kolejnym wykonaniu, w etapie ¢), h) i m) pojedynczg koloni¢ przeptukano
przez 3-krotne zawieszenie i odwirowanie w wiréwce, korzystnie przy ilosci obrotéw na minute
wynoszace] 4000 rpm, korzystnie przez 5 minut. Koloni¢ ostatecznie zawieszono w objetosci 10
ul w celu uzyskania wysokiego stezenia komorek bakteryjnych.

Korzystnie w kolejnym wykonaniu, w etapie d), i) 1 n) korzystano z podtozy SERS, w
ktorych sktad wchodzi ITO (ang. indium tin oxide, tlenek indowo-cynowy) oraz nanoczastki
srebra, poniewaz dla tych podlozy uzyskano znaczne wzmocnienie sygnatu SERS z niskim ttem

nie zaklocajacym obrazu spektralnego bakterii.

Korzystnie w kolejnym wykonaniu, w etapie €), j) 1 o) dokonano pomiaru przy dtugosci
fali 785 nm, mocy lasera 5 mW 1 czasie pojedynczego pomiaru 60 s, poniewaz te parametry

okazatly sie optymalne po ocenie jakosci sygnatu SERS.

Korzystnie w kolejnym wykonaniu, w etapie f) jako pozywke namnazajaca zastosowano

pozywke pot-Frasera, a hodowle prowadzono przez 24 godz. w temperaturze 30 °C.

Korzystnie w kolejnym wykonaniu, w etapie g) do hodowli selektywnej stosowano state

podloza chromogenne, korzystnie podtoze zawierajace S-bromo-4-chloro-3-indolilo [-D-
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glukopiranozyd 1 L -a fosfatydiloinozytol, korzystnie pozywke - Chromogenic Listeria Lab

Agar.

Korzystnie, w etapie 1) jako pozywke namnazajaca stosowano pozywke zawierajacag 5-
bromo-4-chloro-3-indolilo a-D-glukopiranozyd, korzystnie pozywke ESIA Lab Agar, przy

5 czym hodowle prowadzono przez 24 godz. w temperaturze okoto 44 °C.

Przyklad 4 — walidacja sposobu

W ramach potwierdzenia uzyskanych wynikéw kazda z prébek zywnosci zawierajaca
poszukiwane bakterie z Przyktadu 2 1 3 poddano catosciowym analizom wedlug standardow ISO
na obecnos$¢ tych bakterii. Badania te potwierdzity, podobnie jak badania SERS, obecnos¢

10  tychze bakterii. Badania te potwierdzily, ze opracowany przez twércéw nowy sposobu
wykrywania wystepowania w zywnosci bakterii wybranych sposrod  Salmonella  spp.,
Cronobacter spp. albo L. monocytogenes wedtug wynalazku pozwala na szybkie wykrywania

tych bakterii w zywnos$ci zapewnia pewnos¢ uzyskanego rezultatu.
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