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UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI BAKTERIJ
Salmonella spp. - PRIMERJAVA POSTOPKOV
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Bakterije vrste Salmonella spp. so lahko prisotne v zivilih ter pri ljudeh predstavljajo vzrok
obolenj, predvsem v obliki enterokolitisov. V Zivilih jih ugotavljamo z razli¢nimi postopki in z
uporabo razli¢nih gojiS¢. Referenéna metoda za ugotavljanje salmonel je dolo¢ena v Uredbi
(ES) §t. 2073/2005 ISO standard 6579. V na$i raziskavi smo rezultate preiskav ob uporabi
razliénih postopkov in selektivnih goji§¢, primerjali z rezultati pridobljenimi z referen¢no
metodo. Vzorce smo testirali z metodo PCR v realnem ¢asu, nasajanjem po obogatitvi na pol-
tekoce gojisce Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis Agar - MSRV kot je opisano v ISO 6579, Anex
D, in po uporabi selektivnih plo§¢: IRIS Salmonella® Agar (Biokar), Salmonella Chromogenic
Agar (Conda) in RAPID Salmonella Agar (BIO-RAD) nasajenih iz obogatitvenega bujona RVS
- Rappaport-Vassiliadis Selective Broth (Merk). Skupno smo testirali 58 vzorcev: 40 vzorcev
mesa in 18 vzorcev jajc. Ugotovljena obcutljivost plos¢ IRIS Salmonella® Agar pri testiranih
vzorcih je bila 100% (25/25), molekularna metoda PCR v realnem ¢asu pa 98% (30/31).

Klju¢ne besede: Salmonella spp.; primerjava postopkov; selektivna goji§¢a; PCR v realnem
Casu; zivila

Uvod

Po podatkih epidemiolo§kih sluzb so bakterije vrste Salmonella spp. za kampilobaktri
najpogostejSi povzrocitelji bakterijskih enterokolitisov. Vzrok salmoneloznih obolenj
najpogosteje predstavljajo kontaminirana zivila in prav zato se tovrstne zoonoze nemalokrat
izrazajo v obliki vec¢jih izbruhov obolenj. Okuzbe s salmonelami Se vedno predstavljajo
zdravstveni in ekonomski problem po vsem svetu, ne glede na stopnjo razvitosti posameznih
drzav. V preprecevanje salmoneloznih okuzb, povezanih s kontaminiranimi zivili so vkljuéeni
vsivpleteni v t.i. verigi od "od vil do vilic". Najpomembne;jsi delez v tej problematiki kljub temu
nosijo nosilci zivilskih dejavnosti. Osnovna skrb le-teh je, da proizvedena zivila ne vsebujejo
mikroorganizmov ali njihovih toksinov oz. metabolitov, ki predstavljajo nesprejemljivo tveganje
za zdravje ljudi (Uredba (ES) §t. 178/2002; Uredba (ES) §t. 2073/2005). S tem namenom Vv
okviru notranjega nadzora izvajajo vzorcenje surovin in konénih proizvodov, uradne sluzbe
pa vrsijo vsakoletni Program monitoringa zoonoz in njihovih povzrociteljev. Osnovni namen
mikrobiol§kih preiskav, katerih cilj je ugotavljanje prisotnosti patogenih mikrobov v Zzivilih
je, da ugotovimo prisotnost mikroorganizmov tudi, ko se le-ti Se v zelo nizki koncentraciji.
Do konca roka trajanja nekega zivila se namrec¢ lahko razmnozijo do stopnje, ki predstavlja
nevarnost za obolenje ljudi. Uredba (ES) §t. 2073 /2005 doloca pri preiskavah na salmonele
kot analitsko referenéno metodo ISO standard 6579. Ob uporabi Xylose lysine deoxycholate
agar (XLD) je izbira drugega selektivnega trdnega gojiSca prepuscena izvajalcem preiskave. V
ponudbi posameznih proizvajalcev mikrobioloskih gojis¢ je iz leta v leto §ir§i nabor razliénih
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kromogenih gojiS¢, namenjenih izolaciji salmonel. Za ugotavljanje prisotnosti salmonel se
lahko poleg klasiénih mikrobioloskih posluzujemo tudi molekularnih metod.

Material in metode

V raziskavi smo pregledali 58 vzorcev: 40 vzorcev mesa, od tega 38 vzorcev perutninskega
izvora (15 - meso, 16 -pripravki — zacinjeno oz. marinirano meso, 4 - koze, 3 - organi), 2
vzorca mesa drugega izvora in 18 vzorcev jajc. Vzorci mesa so bili naravno kontaminirani,
medtem ko so bili vzorci jajc pripravljeni za namen mednarodne medlaboratorijske kontrole.
V vzorcih so bili prisotni razli¢ni serotipi salmonel: S. Infantis, S. Enteritidis, S. Seftemberg.
Prisotnost salmonel smo ugotavljali v 25g.

Uporabili smo postopke:

1. ISO 6579:2002
Predobogatitev v puferni peptonski vodi (PV) (Biokar), inkubacija 16-20 ur pri 37 °C;
Obogatitev - prenos vzorcev iz pred-obogatitve v selektivno obogatitveno tekoce gojiSce
Rappaport-Vassiliadis Selective Broth (RVS); inkubacija 24 ur pri 42 °C in gojisce
Muller Kaufman tetrationat z novobiocinom (Biolife); inkubacija 24 ur pri 37 °C
Nasajanje na selektivna trdna goji§¢a — XLD (Biolife) in gojiSc¢e po izbiri (npr. Rambach®
Agar (Merck)); inkubacija 24 ur pri 37 °C
Pregled plos¢ in potrditev tipi¢nih kolonij.
2. PCR v realnem casu:
Izolacija nukleinske kisline s kitom High Pure PCR Template Preparation kit (Roche).
PCR v realnem ¢asu z zaCetnimi oligonukleotidi SalF/SalR in sondo SalTM (Daum in
sod., 2002) in kitom TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific).
3. ISO 6579:2002, Anex D:
Iz pred-obogatitve v PV nanesemo lo¢ene 3 kapljice na poltrdno gojiS¢e Modified
Semisolid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) ter ploSée inkubiramo 24 in dodatno 24 ur
pri 42 °C. V primeru opazne rasti gibljivih salmonel iz cone rasti (motno obmocje
okrog kapljic) vzorce precepimo na XLD in npr. Rambach agar, inkubiramo 24 ur pri
37 °C, sledi pregled plos¢ in v primeru sumljivih kolonij potrditev.
4. Iz veje obogatitve preko RVS (ISO 6579) smo kot drugo (izbirno) gojis¢e poleg Rambach®
agarja uporabili Se:
— IRIS Salmonella® Agar (Biokar),
— Salmonella Chromogenic Agar (Conda)
— RAPID Salmonella Agar (BIO-RAD).
Vsa selektivna trdna gojiS¢a smo inkubirali 24 ur pri 37 °C ter nato rast na plo§¢ah ocenili.
5. Doloc¢anje stopnje kontaminacije vzorcev z metodo MPN: Vzorce (1g) smo inkubirali v 5
epruvetah z 9 mL PV. Po inkubaciji 16-20 ur pri 37 °C smo iz vsake epruvete vzorce
precepili na RVS in inkubirali 24 ur pri 42 °C. Iz vsake epruvete smo vzorce precepili
na plo§¢e Rambach®, ter po inkubaciji ocenili rast. Vrednosti MPN smo ocenili iz
MPN interpretacijskih tabel, ki ovrednotijo rezultat glede na kombinacijo pozitivnih/
uporabljenih testnih epruvet in mase testiranega vzorca.

Rezultati pridobljeni z referencno metodo ISO 6579 oziroma ovrednoteni rezultati
medlaboratorijske kontrole, so sluzili kot merilo (referenc¢ni rezultati) za oceno dodatno
testiranih postopkov. Glede na Stevilo testiranih pozitivnih in negativnih vzorcev za posamezen
postopek smo izracunali obcutljivost, specificnost ter pozitivni in negativni odklon.
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Tabela 1: Rezultati pridobljeni z razlicnimi postopki, ovrednotenje rasti pri uporabi razli¢cnih testnih
plosé, stopnja kontaminacije vzorcev (MPN), obc¢utljivost in negativni odklon posameznih postopkov -/neg
negativno oz. ni rasti; +/poz pozitivno oz. Sibka rast; ++ dobra rast; +++ zelo dobra rast; NT ni testirano,
R Rambach® Agar

TESTNE PLOSCE
ISO 6579 izPV izPV/RVS izPV
vrsta vzorcev §t. vzorcev RVS Mkttn Rezult. RAP!
MSRV s aln[LD CONDA | IRIS qPCR (1\/[1\4;]’\]17 )
XD | R | Xtp | R g
- - fevs e poz + s e e + 22
rer e ot +ar poz + ot et ™ + 4,0
+ + . + poz + . + . + <2
it rt ot e poz + et ot ot + <2
v | wer | e rr poz + NT NT e + <2
Perut. meso 10 . e 4t e poz + NT NT NT + <2
wrr | wer | e e poz + NT NT [ + 22
+
<
. + + + poz (48h) NT NT . + 2
v | wer | e e poz + NT NT e + 22
v | wer | e rr poz + NT NT e + 22
+ + = + poz + - NT NT + <2
Mesni pripravki iz perut. 4 o o ++ + poz + NT NT . + <2
mesa wrr | wer | e . poz + NT NT s + <2
s + + poz + NT NT e + <2
e -+ + + poz + it + NT + >38
Koza perutnine 3 N o + + poz " NT NT NT - <2
" + + + poz + NT NT NT + <2
Organi perutnine 1 [ T . poz + NT NT NT + 22
Drugo 1 P [ I poz N NT NT . . <2
POV TR N . poz + o e + o
6 6 6 6 6 6 6 6 NT 6 6 nizek nivo
Jajca
PR [ A . poz + o . + .
6 5 pa P 5 P P P NT pA P visok nivo
> 31 30 30 30 31 31 31 1718 5/5 25/25 30/31
Obcutljivost (%) 100 98 98 98 100 100 100 94 100 100 98
Negativni odklon (%) 0 2 2 2 0 0 0 6 0 0 2

Tabela 2: Rezultati pridobljeni z razliénimi postopki, stopnja kontaminacije vzorcev (MPN), specificnost in
pozitivni odklon razliénih postopkov

TESTNE PLOSCE
ISO 6579 izPV izPV/RVS izPV
RVS Mkttn Rezult. RAP!
vrsta vzorcev $t. vzorcev MSRV S a.lnII].) CONDA IRIS qPCR a\%l)];\]lj )
XLD | R | XD | R &
4 - - - - neg - - - - - <2
mese 4 4 4 4 4 4 2 2 4 33 )
mesni pripravki iz 12 - - - - neg - - - - - <2
perutninskega mesa 12 12 12 12 12 12 4/4 5/5 12 8/8 (12)
koza perutnine 1 - - - - neg - NT NT NT - <2
. . - - - - neg - - <2
organi perutnine 2 5 5 5 5 5 5 NT NT NT 5 @
drugo 1 - - - - neg - NT NT - - <2
. - - - - neg - - - -
Jaea 6 6 6 6 6 6 6 6 NT 6 6 NT
> 26 26 26 26 26 26 26 20/20 14/14 23/23 1717
Specificnost 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Porzitivni odklon (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Rezultati

Primerjali smo rezultate 58 vzorcev, pridobljene z razlicnimi postopki testiranja, z
rezultati pridobljenimi z metodo ISO 6579. Rezultati in ovrednotenje intenzivnosti rasti
na ploS¢ah ob uporabi selektivnih trdnih gojis¢ po inkubaciji, so prikazani v Tabeli 1 in
2.V tabeli sta razvidna tudi parametra — obc¢utljivost, specificnost posameznega postopka
ter negativni in pozitivni odklon. Stopnja kontaminacije pozitivnih vzorcev mesa je bila
veCinoma (12/19) nizka (<2 MPN/g). Visoka stopnja kontaminacije (>38 MPN/g) je bila
ugotovljena pri enem vzorcu piS¢ancéjih koz, medtem, ko so bili drugi vzorci kontaminirani
z manj kot 10 MPN/g. Vzorci jajc so bili inokulirani s S. Enteritidis v koncentraciji 11-110
CFU /vzorec (nizek nivo) in >65 CFU /vzorec (visok nivo).

Razprava

Z metodo ISO 6579 smo prisotnost salmonel, ki predvideva dve veji obogatitve zaznali
v 31 vzorcih. Ob obogatitvi preko RVS, je bila rast na posameznih plos¢ah boljSa, vendar
pri enem vzorcu v tej veji salmonela ni bila izolirana. To potrjuje upravic¢enost dvojne
obogatitve z namenom izboljSanja obcutljivosti metode. Obcutljivost in specificnost
opisanih postopkov je bila dobra. Salmonela v enem primeru ni bila izolirana ob uporabi
ploS¢ RAPID Salmonella in pri enem vzorcu z molekularno metodo. Za potrditev vsaj 95%
obcutljivosti metode bi morali testirati vsaj 20 vzorcev. Tega Stevila za testni plos¢i Rapid
Salmonella in Conda nismo dosegli, zato ocene ni mogoce podati.

Ob nasajanju ze pripravljenih plos¢ IRIS Salmonella® (Biokar) iz obogatitve preko RVS, je
bila ugotovljena obcutljivost 100%. Tipi¢ne kolonije salmonel na tem gojiSéu so lepo vidne
(vijolicne barve na beli barvi gojis¢a) in zato goji§¢e ocenjujemo kot zelo prijazno za uporabo.

Metoda PCR v realnem casu se je izkazala kot dobra metoda z obcutljivostjo 98 % ter
jo tudi zaradi krajSega Casa, potrebnega za izvedbo postopka, ocenjujemo kot odlicno
presejalno metodo. V primeru pozitivnega rezultata je potrebno salmonele dodatno izolirati.
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Detection of Salmonella spp. — comparison of the methods

Salmonella spp. is food contaminant that can cause human diseases, particularly
enterocolitis. Different methods and media can be used for detection in food. ISO 6579 is a
reference method prescribed in Regulation (EC) No. 2073 /2005. Results obtained by different
methods or media used have been compared to the results obtained by the reference method.
We used real-time PCR method, plating of pre-enrichment to Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis
Agar - MSRV as described in ISO 6579 Anex D and plating after enrichment in Rappaport-
Vassiliadis Selective Broth (RVS) to IRIS Salmonella® Agar (Biokar), Salmonella Chromogenic
Agar (Conda) and Rapid'Salmonella agar (BIO-RAD). In total 58 samples have been tested: 40
meat samples and 18 samples of eggs. Sensitivity of 100% when IRIS Salmonella® Agar plates
were used (25/25) and 98% by using real-time PCR (30/31) was determined.
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