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Cwiczenie 1.

Zasady organizacji laboratorium mikrobiologicznego. Sterylizacja i dezynfekcja
podstawg prawidlowej i bezpiecznej pracy w laboratorium mikrobiologicznym.
Zasady mikroskopowania, cz. L.

Regulamin dotyczacy pracowni mikrobiologicznej- podpisuja.
Zasady zaliczenia zajec¢- sylabus.

Omowienie zasad sterylizacji i dezynfekcji.

Omowienie wyposazenia.

B W N e

Czes¢ praktyczna:
1. Mikroskopowanie
2. Posiewy rak.

Cwiczenie 2

Morfologia kolonii bakterii. Morfologia komorek bakterii. Metody barwienia.
Mikroskopowanie - cz. II.

Podloza stosowana do hodowli drobnoustrojow. Metody hodowli
drobnoustrojow.

KOLOKWIUM I
Zakres materiatu: Sterylizacja, dezynfekcja. Budowa komérki bakteryjnej. Metody
barwienia.

Czes¢ praktyczna:

1. Opis wyrostych kolonii.

2. Preparat barwiony fioletem.

3. Preparat barwiony nigrozyng - wymaz z zeba.

4. Preparat barwiony Gramem - mieszanina: E. coli, Serratia, Enterococcus,

POSIEWY:
o Powierzchniowy - izolacyjny mieszaniny na podtoza:
- agar odzywczy
- Endo
- Slanetz
o Posiew na skos z kolonii wyrostej z reki
Posiew do bulionu kolonii wyrostej z reki
o Hodowle beztlenowe- omoéwié

O

Morfologia koloni bakterii - podloze stale:



Ksztatt, wielko$¢, brzeg, wyniostos$¢, kolor, zawieszalnos¢

Morfologia komorki - podloze state:
Ksztatt, wielko$¢, uktad, oméwi¢ morfologie, G +, G-

Barwienie - przygotowanie preparatu do barwienia

Barwienie negatywne - nigrozyna - wymaz z zeba
Barwienie pozytywne - proste i ztozone

PROSTE: fiolet - wyrosta kolonia
ZY.OZONE: mieszanina - metoda Grama

Podloza -wymagania stawiane podiozom
Sktad podtéz, podziat podt6z

Metody hodowli - omoéwi¢ - warunki tlenowe i beztlenowa
Posiewy - podtoze ptynne - bulion
Podloza statle - skos, stupek agarowy

- ptytki: posiew powierzchniowy, posiew wgtebny
Pokoj przygotowawczy

Na grupe

1. Petna szafa - sala ¢wiczen
-szkietka, szmatki, bibuta

2. Ezy na kazdym stanowisku

3. Koncowki do pipet
4. Pipety automatyczne na kazdym stanowisku
5. St6j do hodowli beztlenowcow + saszetka - tylko do pokazania

PozywKkarnia

Na grupe

1. Barwniki do met. Grama + nigrozyna
2. Podtoza: Slanetz - 14.szt

Endo- 14.szt.

Agar odzywczy- 14 szt.

Bulion w matych probdwkach po 3 ml- 14.szt.

Ptyn fizjologiczny po 3 ml w matych probéwkach - po jednej probéwce

na stanowisku na wszystkie grupy

Skos agarowy- 14.szt

Pokoj posiewow

Na grupe



1. Zawiesina z mieszaniny: E.coli + Serratia + Enterococcus - na kazdym stanowisku
- Zmiana po grupie.

Cwiczenie 3

Metody ilosciowego oznaczania drobnoustrojow cz. I
Przygotowanie dziesieciokrotnych rozcienczen - omowic
Grzyby .

Morfologia kolonii i komorek drozdzy.

Morfologia kolonii plesni. Budowa strzepek zarodnikonos$nych.

POPRAWA KOLOKWIUM 1

Cze$¢ praktyczna:
Zawiesina E. coli 10%jtk / ml

1. Przygotowanie rozcienczen
2. Posiewy po 11 0.1 ml. - posiewy na agarze odzywczym

- powierzchniowy - 0.1 ml na ptytke
- wgtebny - 1.0 ml

Obecnos¢ i NPL -oméwic¢ - rysujac na tablicy.

3. Opis kolonii ple$ni i strzepek zarodnikono$nych
4. Opis kolonii drozdzy i sposobéw rozmnazania wegetatywnego

Wykonanie
1. przygotowanie dziesieciokrotnych rozcienczen - omoéwic
2. metody posiewOw- wgtebny i powierzchniowy- omowic

Grzyby

Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Rhodotorula, Candida
1. ksztatt komérki drozdzy

2.rozmnazanie wegetatywne

Plesnie
Aspergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor

1. budowa strzepki zarodnikonos$ne;j

Pokoj posiewow




Na sale

1. Zawiesina E.coli - 104tk / ml

2. Posiane szczepy: Penicillium - 2 pt. Candida - 2 pt
Mucor- 2 pt
Aspergillus - 2 pt.
Geotrichum - 2pt.
Saccharomyces - 2 pt
Schizosaccharomyces - 2 pt. Rhodotorula - 2 pt

Pokodj przygotowawczy

Na grupe

1. Petna szafa - sala ¢wiczen
-szkietka, szmatki, bibuta
- bagietki - 14 szt.
- pipety a’1ml - 14 szt
- pipety automatyczne,
- koncéwki do pipet

PozywKkarnia

Na grupe

1. ptyn fizjologiczny po 9 ml - duzy koszyk
2. agar odzywczy po 250 ml - 1 kolbka

3. agar odzywczy ptytki - 14 szt.

Na sale
1. ptyn fizjologiczny po 3 ml - po 1 probdéwce na stanowisko

Cwiczenie 4
Metody ilosciowego oznaczania drobnoustrojow cz. I1
Wplyw czynnikoéw fizycznych i chemicznych na drobnoustroje wystepujace w
zywnosci. Cz. I

Pokdj przygotowawczy

1. Pelna szafa - sala ¢wiczen
- szkielka, szmatki, bibuta
- pipety automatyczne,
- koncowki do pipet



- pipety a 1 ml -13 szt. na grupe
- ezy

PozywKkarnia

Na grupe
1. bulion odzywczy - po 5 ml 60 szt.
2. Laznie 801 63.5°

Pokoj posiewow

Na sale

1. Hodowla po 3 ml (w matych probéwkach)

(posia¢ na bulion odzywczy do kolbki i rozla¢ po 3 ml)
Bacillus - 5
Enterococcus-5
E.coli -5

Kazdy ze studentéw ,bada” jeden szczep (posiew pipeta automatyczng) w temp. 63.5 i
800 - préba kontrola (3 probéwki z bulionem)

3. Odzialywanie zw. chemicznych na drobnoustroje - demonstracja - ptytki na kazdym
stanowisku

Szczepy: Pseudomonas -14
E.coli-14
Serratia marcescens -14

Cwiczenie 5
Wplyw czynnikoéw fizycznych i chemicznych na drobnoustroje wystepujace w
zywnosci. Cz. I1
Stan higieniczno-sanitarny zakladu zywienia zbiorowego.
Ocena mikrobiologiczna powietrza, wody, powierzchni. Badanie czystosci rak

Pokdj przygotowawczy

1. Pelna szafa - sala ¢wiczen
-szkietka, szmatki, bibuta
-pipety automatyczne,
- koncéwki do pipet
- ezy
- tampony do rak - po 4 w ptytce 12,12, (8.00-11.15) 14 (11.30-13-45)
- tampony do sztu¢céw - duze - 12,12,14 (j.w)



- plytki - 3 tubusy na grupe

PozywKkarnia

1. aparat do sgczenia wody + sgczki

2. podtoze z tergitolem - 2 ptytki na grupe

3. podtoze Slanetz’a - 1 ptytki na grupe

4 podtoze YGC - 13 ptytek na grupe

5. podtoze agar odzywczy - 13 ptytek na grupe

6. podtoze agar odzywczy - 2x 250 na grupe

7. podtoze z Z6tcig, zielenig , laktoza - 90 probowek - na grupe
8. podtoze G-C- 45 probéwek na grupe

9 ptyn Ringera po 40 ml - 13 szt na grupe.

10. ptyn fizjologiczny po 20 ml - 13 szt. na Grupe

Cwiczenie 6
Zywnos¢ fermentowana. Cz. |

Ocena jogurtow i sokow z warzyw fermentowanych w kierunku obecnosci pateczek
Lactobacillus spp.

W parach oceniajg jogurt, sok z warzyw (kapusty lub ogérkéw), posiewa kazdy
Posiew po 0.1 ml z rozcienczenia 1:1000 (3)( 1:10.000 (4) na podtoze MRS

- posiew jogurtu
- sok z warzyw (kapusty lub ogorkow) j.w.

Pokoj posiewow

Sok z kapusty - 6 kolbek po 30 ml - na sale
Sok z ogérkéw - 7 kolbek po 30 ml na sale
Pojemniki do beztlenowcow + saszetki - 2 szt. na sale

Pokdj przygotowawczy

1. Pelna szafa - sala ¢wiczen
-szkietka, szmatki, bibuta
-pipety automatyczne,

- koncowki do pipet



- ezy
- bagietki - 26 na grupe
- pipety 1 ml- 26 na grupe
2. jogurty z probiotykami - 7 szt na grupe (rézne)

PozywKkarnia

1. pltytki z MRS- 26 na grupe
2. PF po 9 ml - 2 koszyki na grupe

Alternatywne metody oznaczania drobnoustrojow chorobotworczych
W Zywnosci

1. Listeria monocytogenes - charakterystyka

Rodzaj Listeria nalezy do typu Firmicutes. Do 1961 roku L.monocytogenes byta jedynym
przedstawicielem Listeria sp., ktory do tego czasu uwazany byt za rodzaj monotypowy. W
kolejnych latach do L. monocytogenes dotaczaly kolejne gatunki i obecnie wsrod rodzaju
Listeria wyr6zni¢ mozna sze$¢ gatunkow: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii,
L.seeligeri, L.welshimeri oraz L. grayi.

Wsréd wyzej wymienionych gatunkow tylko dwa sg patogenne i sg to: L. monocytogenes
bedacy patogenem zarowno ludzi jak i zwierzat oraz L. ivanovii infekujaca zwierzeta, glownie
owce 1 bydlo. Pojawiaja si¢ rowniez nieliczne raporty, w ktorych opisywane sa przypadki
listeriozy u ludzi wywotanej przez L. ivanovii i L. seeligeri.

Wszystkie mikroorganizmy zaklasyfikowane do rodzaju Listeria to Gram-dodatnie
krotkie pateczki o dlugosci 1,2 um i szerokosci 0,5 wystepujace pojedynczo lub w krotkich
tancuszkach. Moga réwniez organizowaé si¢ w skupiska i przyjmowac ksztatt liter V 1.
Listeria spp. nie wytwarzaja spor ani otoczki. Sg to mikroorganizmy wzglednie beztlenowe
oraz psychrotrofowe. Cechg identyfikacyjng wszystkich gatunkow Listeria jest zdolno$¢ do
ruchu przy pomocy rzesek w zakresie temperatur 20-25°C. Jednak w temperaturze 37°C
produkcja flageliny (biatka budujacego rzgske) jest ograniczona, co powoduje brak zdolnos$ci
poruszania si¢. Wszystkie gatunki sg katalazo-dodatnie oraz oksydazo-ujemne. Roznig sig¢
natomiast zdolnoscig do fermentacji cukrow oraz wtasciwosciami litycznymi w stosunku do
erytrocytow, co stanowi podstawe do odrdzniania gatunkdéw hemolitycznych od pozostatych
niehemolitycznych.

Wszystkie bakterie z rodzaju Listeria a w szczegdlnosci L. monocytogenes toleruja
ekstremalne warunki, rosng w szerokim zakresie temp. 0-45°C oraz przy pH 6-9. Te
wlasciwosci powoduja, ze sa one szeroko rozpowszechnione w wielu $rodowiskach.
Najlepiej rozwinigte zdolnosci adaptacyjne posiada L. monocytogenes, ktéra wzrasta rowniez
w temperaturze —2°C oraz przy pH siggajacym do 4,4. Natomiast catkowita inaktywacja
bakterii tego gatunku obserwowana jest dopiero w temperaturze powyzej 75°C. Wszystkie te
wlasciwosci sprawiajg, ze sg to mikroorganizmy powszechnie wsytepujace zaroOwno w



produktach zwierzecych jak 1 roslinnych. Szacuje si¢, ze 99% przypadkow listeriozy u ludzi
jest spowodowanych spozyciem zywnos$ci zanieczyszczonej tym drobnoustrojem. Czgsta
obecnos$¢ L. monocytogenes w zywnosci w polaczeniu z wysoka $miertelno$cia w wyniku
infekcji wywotanej przez ten patogen (siegajaca od 20 do 30%) zdecydowanie wyrdznia
listerioze spos$rod innych zatru¢ pokarmowych i stanowi powazny publiczny problem
zdrowotny.



2. Klasyczna metoda oznaczania paleczek Listeria monocytogenes w zywnosci

Oznaczanie obecnosci pateczek Listeria monocytogenes zgodnie z obowigzujgcym
Rozporzadzeniem Komisji Europejskiej 1441/2007 przeprowadza si¢ zgodnie z normg ISO
11290. Oznaczanie obecno$ci prowadzi si¢ wg ponizszego schematu:

Plan poboru -
. . Pb K Limity Referencyjna . .
Rodzaj zywnosci probe metoda badania Etap stosowania kryterium
n c | m M
Zywno$¢ gotowa do spozycia
przeznaczona dla nlemowlqt Nicobecne Produkty Wprowadzane
oraz gotowa do spozycia 10 0 W25 EN/ISO 11290-1 do obrotu w ciagu okresu
zywnos$¢ specjalnego g przydatnosci do spozycia
medycznego przeznaczenia ¥
. o Produkty wprowadzane
ZYWHOS? gOtf’Wa df) spozycia, 5 0 | 100 jtk/g | EN/ISO 11290-2 do obrotu w ciagu okresu
w ktore_] mOZhWy _]est wzrost przydatnoéci do SpoZycia
L. monocytogenes, nicbedaca — -
zywnoscig przeznaczong dla Przeg wy]) 5,013(;11?}’;7("110:011.51[’0‘1
niemowlat ani Zywnoscia i ¢zposrednie) kontrol
Specjamego medycznego 5 0 Nizozb;;ne EN/ISO 11290-1 przedsigbiorstwa sektora
przeznaczenia spoZywcze%O, ktore jest jego
producentem
Gotowa do spozycia zywno$¢,
w ktorej niemozliwy jest wzrost
L. monocytogenes, nicbedgca Produkty wprowadzane do
zywnoscig przeznaczong dla 5 0 | 100 jtk/g | EN/ISO 11290-2 obrotu w ciggu okresu
niemowlat ani zywnoscia przydatnosci do spozycia
specjalnego medycznego
przeznaczenia ¥ ©

@ Regularne badanie zgodnosci z tym kryterium nie jest wymagane w normalnych warunkach dla
nastepujacych rodzajow zywnosci gotowej do spozycia:
- zywno$¢ poddana obrobce cieplnej lub innej obrobee skutecznie eliminujgcej L. monocytogenes, o ile po

takiej obrdobce nie jest mozliwe wtdrne zanieczyszczenie (na przyktad produkty poddane obrobcee cieplnej

w koncowym opakowaniu),

- $wieze, niekrojone i nieprzetworzone warzywa i owoce, z wylaczeniem kietkow,
- pieczywo, herbatniki i podobne produkty,
- woda, napoje bezalkoholowe, piwo, jabtecznik, wino, napoje spirytusowe i podobne produkty, w butelkach

lub innych opakowaniach,

- cukier, midd i wyroby cukiernicze, w tym wyroby kakaowe i czekoladowe,

- zywe malze

® Produkty o pH < 4,4 lub aw < 0,92, produkty o pH < 5,0 i aw < 0,94, produkty o okresie przydatnosci do
spozycia krotszym niz 5 dni bedg automatycznie uznawane za nalezgce do tej kategorii. Inne kategorie

produktow mogg rdwniez naleze¢ do tej kategorii pod warunkiem naukowego uzasadnienia

n = liczba probek;

¢ = liczba probek dajacych wartosci migdzy m a M




Oznaczanie obecnosci Listeria monocytogenes w probkach zywnosci obejmuje kilka etapow:

l. Wstepne namnazanie na pltynnej pozywece ,,pot-selektywnej”
Il. Namnazanie wtorne na ptynnej pozywce selektywnej

1. Réznicowanie na podtozach agarowych

V. Identyfikacja w oparciu o testy biochemiczne

Probka analityczna (x g lub x ml)
Pozywka ptynna do wstepnego namnazania
(bulion p6t-Frasera)
9xg lub 9xml
Inkubacja przez 24h+3h w temp. 37°C

Posiew 0,1ml do 10ml bulionu Frasera
Inkubacja przez 48h+2h w temp. 37°C

Posiew izolacyjny na agar Listeria wg Ottaviani
i Agosti (ALOA)

oraz PALCAM lub Oxford
Inkubacja w temp. 37°C przez 24+3h do 48h

Posiew charakterystycznych kolonii na pozywke
TSYEA

Inkubacja w temp. 37°C przez 24h

Potwierdzanie przynaleznosci do rodzaju Listeria sp.:
-test na wykrywanie katalazy
- barwienie metoda Grama
- test na zdolno$c ruchu

Potwierdzenie przynaleznos$ci do gatunku L. monocytogenes
- test na hemolize
- test na zdolnosc do rozktadu weglowodanow
- test CAMP

Rys. 1 Schemat oznaczania obecnos$ci Listeria monocytogenes w zywnosci wg 1SO 11290.



W pierwszym etapie, w celu regeneracji komoérek potencjalnie uszkodzonych prowadzi si¢
hodowl¢ na podtozu bulionowym poét-Frasera z dodatkiem %2 dawki suplementu selektywnego
w temperaturze 37°C przez 24+3godz. Z hodowli pobiera si¢ 0,1cm® i posiewa do 10cm?
bulionu Frasera. Bulion pol-Frasera i Frasera to podloza, ktore oprocz skladnikow
odzywczych (peptony, ekstrakty) zawierajg eskuline i chlorek litu. Do podtoza po sterylizacji
wprowadzany jest roztwodr cytrynianu amonowo-zelazowego 1 dodatek selektywny w postaci
roztworu antybiotykow: akryflawiny i kwasu nalidyksowego (w bulionie pot-Frasera jest go
potowe mniej). Antybiotyki i chlorek litu silnie hamujg wzrost bakterii Gram-ujemnych i
wickszo$¢ Gram-dodatnich. Dodatkowo chlorek litu jest czynnikiem wybiodrczym, ze wzgledu
na tolerancj¢ wyzszych stezen tej soli przez Listeria monocytogenes. Szczepy Listeria
monocytogenes hydrolizuja eskuling do eskuletiny i glukozy. Eskuletina tworzy czarny
kompleks z zelazem (III) pochodzacym z cytrynianu. Hodowla na tym podtozu po
namnozeniu paleczek Listeria sp. przybiera czarnoszarg lub czarng barwe.

Po inkubacji w temperaturze 37°C przez 48+2godz. namnozong hodowle posiewa si¢
izolacyjnie na pozywki selektywne. Pierwsza z nich jest pozywka wg Ofttaviani
1 Agosti (ALOA). Druga pozostaje do wyboru przez laboratorium i moze to by¢ Oxford
lub PALCAM agar. Pozywka ALOA zawiera sktadniki wybiorcze (kwas nalidyksowy,
polimyskyn¢ B, cykloheksymidyne), ktory jest rozktadany przez enzymy pateczek Listeria
sp., a takze substrat chromogenny. Wyroste kolonie majg barwe zielononiebieska i otoczone
sa metng strefg podtoza (rozktad fosfatydyloinozytolu przez fozfolipaze C). Jezeli po 24+3h
inkubacji wzrost bakterii jest staby lub nie obserwuje si¢ obecnosci typowych kolonii lub nie
obserwuje si¢ zadnych kolonii ptytki nalezy inkubowa¢ kolejne 24+3h.

Rys. Kolonie Listeria monocytogenes na podtozu ALOA.

Pozywka Oxford-agar to pozywka selektywno-roznicujgca zawierajgca w swoim
sktadzie mieszaning antybiotykow, skrobig, eskuling, chlorek litu i1 cytrynian amonowo-
zelazowy(IIl). Kolonie pateczek Listeria sp. maja na tym podtozu barwe ciemnoszarg z
zielonkawym odcieniem i sg otoczone strefg czarnego podtoza. Zabarwienie to jest wynikiem
rozkladu eskuliny i wytracenia powstatego w reakcji z zelazem kompleksu o barwie czarne;.



Rys. Kolonie Listeria monocytogenes na podtozu Oxford.

Pozywka PALCAM-agar- pozywka wybiorczo-roznicujgca. Zawiera w swoim sktadzie
mannitol, czerwien fenolowa, glukoze, eskuling, chlorek litu, cytrynian amonowo-
zelazowy(Ill), a takze zestaw antybiotykéw: siarczan polimyksyny, ceftacydyne
i akryflawine. Podloze po wylaniu na plytki ma barwe czerwong i jest klarowne. Pateczki
Listeria sp. wyrastajg na tym podtozu w postaci matych lub bardzo matych szarych kolonii
z zielonym odcieniem, czasami z czarnym Srodkiem i zawsze otoczone sg strefg czarnego
podtoza. Po 48 godz. zielone kolonie, $rednicy od 1.5 mm do 2 mm z charakterystycznym
wglebieniem w $rodku

Po 48godz. inkubacji w 37°C dokonuje si¢ wstepnej identyfikacji na podstawie wygladu
kolonii wyrostych na podlozach selektywnych. Z kazdej plytki wybiera si¢
5 charakterystycznych kolonii i przesiewa izolacyjnie na podtoze agarowe z soja i ekstraktem
drozdzowym (TSYEA) celem wykonania testow biochemicznych. Zastosowanie podioza
TSYEA eliminuje ewentualne interakcje miedzy sktadnikami podiéz selektywnych
a reagentami testow biochemicznych. Wykonuje si¢ réwniez test CAMP celem okre$lenia
zdolno$ci do hemolizy. Wykonuje si¢ posiew paskowy na podtoze agar z krwia.

Rhodococcus equi
Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Listeria ivanovii

badane szczepy

Listeria innocua

Rys. llustracja testu CAMP, widoczna strefa hemolizyny.



Potwierdzanie przynaleznosci do rodzaju Listeria sp.:

test na wykrywanie katalazy - na szkietko podstawowe nalezy nanies¢ krople 3%
roztworu H,O, i zawiesi¢ w niej pobrang koloni¢, pecherzyki gazu wskazuja na
obecno$¢ katalazy. Listeria monocytogenes ma zdolno$¢ do wytwarzania katalazy.
Kontrola dodatnia - Staphylococcus aureus. Kontrola ujemna — Enterococcus faecalis.
katalaza jest enzymem, ktory rozktada toksyczny dla komoérki H»O;
do H,O i tlenu.

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

test na zdolno$é ruchu - posiew kluty, za pomocg igly inokulacyjnej do agaru
potpltynnego materialem pobranym z pozywki TSYEA. Posiewy inkubowaé w
cieplarce w temperaturze 25°C przez 48 godz.

Potwierdzenie przynaleznosci do gatunku L. monocytogenes:

test na hemolize - badany szczep posiewa si¢ na pozywke z krwia owcza w celu
okreslenia wlasciwosci hemolitycznych. RoOwnoczesnie wykonuje si¢ posiew kluty w
jednym miejscu, posiewa si¢ w ten sposob takze szczepy testowe L. monocytogenes
(kontrola dodatnia) i L. innocua (kontrola ujemna). Po inkubacji w temperaturze 37 °C
przez 24 h + 2 h wykonuje si¢ badanie posiewow szczepow badanych i kontrolnych:

- L. monocytogenes wytwarza wokot kolonii waska, przezroczysta strefe przejasnienia
(B-hemolizy)

- L. innocua nie wytwarza strefy przejaonienia wokot linii wklucia

- L. seeligeri wytwarza mato wyrazng strefe hemolizy

- L. ivanovii zwykle wytwarza szerokg stref¢ wyraznie odgraniczonej 3-hemolizy.

test na zdolnos¢ do rozkladu weglowodanow - wytwarzanie kwasoOw z cukrow -
posiew do pozywek z ramnoza, ksyloza i purpura bromokrezolowa. Wynik dodatni to
zmiana barwy wskaznika z purpurowej na z6tta, Swiadczacy o zdolno$ci do rozkladu
danego cukru. Listeria monocytogenes nie fermentuje ksylozy, fermentuje ramnoze.
test CAMP - polegajacy na posiewie testowych szczepoéw: Staphylococcus aureus
i Rhodooccus equi oraz szczepu badanego na podtoze agarowe z krwig. Szczep badany
posiewa si¢ na powierzchni podtoza w postaci waskiej linii prostopadle do szczepdw
testowych. Jezeli po inkubacji wystgpito wzmocnienie strefy hemolizy w miejscu linii
posiewu Staphylococcus aureus, a nie odnotowano takiej reakcji w poblizu szczepu
Rhodooccus equi swiadczy to o obecnosci Listeria monocytogenes.

Cechy identyfikacyjne Listeria sp.

. Wytwarzanie kwasu Test CAMP

Gatunek Hemoliza .

ramnoza | ksyloza | R.equi | S. aureus
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Y - - -
L. ivanovii, + - + - +
L. seeligeri (+) - + +)

L. welshimeri - % + - -
L. grayi. - - - - -

V —reakcja zmienna; (+) — reakcja stabo wyrazona



a. Oznaczanie liczby Listeria monocytogenes w zywnosci

Nalezy wykona¢ posiew powierzchniowy po 0,1 cm® badanego materialu lub jego
rozcienczenia na podtoze ALOA. Po inkubacji w temp. 37°C przez 24h+3godz. liczy si¢
charakterystyczne, zielononiebieskie kolonie otoczone nieprzezroczysta strefg.

([ Proébka analityczna (x g lub x ml) )

Rozcienczalnik do przygotowania zawiesiny wyjsciowej
(zbuforowana woda peptonowa lub pozywka
podstawowa pot-Frasera)
9xg lub 9xml

Regeneracja przez 1h w temp. 20°C

Posiew powierzchniowy na agar Listeria wg
Ottaviani i Agosti (ALOA)

Inkubacja w temp. 37°C przez 24h do 48h

Identyfikacja i oznaczanie liczby Listeria sp.

Potwierdzanie przynaleznosci do rodzaju Listeria sp.:
- posiew na pozywke TSYEA i inkubacja w temp. 37°C przez 24h
-test na wykrywanie katalazy
- barwienie metoda Grama

- test na zdolnos$c ruchu

Potwierdzenie przynaleznosci do gatunku L. monocytogenes
- test na hemolize

- test na zdolnosc do rozktadu weglowodanow
- test CAMP

. J

Rys. 1 Schemat oznaczania liczby Listeria monocytogenes w zywno$ci wg 1SO 11290.



3. Alternatywne metody oznaczania Listeria monocytogenes w zywnosci

Klasyczne metody oznaczania paleczek L. monocytogenes w zywnosci s3
czasochtonne. Catkowity czas analizy moze wynosi¢ nawet 8 dni. Czesto jest to nie do
przyjecia ze wzgledu na krotka trwatos$¢ niektorych produktéw z grupy szczegodlnie narazone;j
na kontaminacje L. monocytogenes (np. surowe migso, ryby czy mleko). Dlatego mozliwe jest
stosowanie metod zmodyfikowanych lub alternatywnych pod warunkiem ich zwalidowania w
stosunku do metod referencyjnych. Modyfikacje klasycznych metod hodowlanych moga
dotyczy¢ kazdego ich etapu tacznie z technika posiewu. Metody alternatywne sg natomiast
stosowane gtéwnie do potwierdzania obecnosci L. monocytogenes i ich identyfikacji. W tym
celu najczesciej sg wykorzystywane testy immunologiczne, molekularne oraz fagotypowanie.

Nowoczesnym metodom stosowanym w analizie zywnoS$ci stawia si¢ wiele wymagan,
np.: [1 uzyskanie szybkiego wyniku, wysoka czuto$¢, mozliwos¢ wykrycia niewielkiej ilosci
mikroorganizméw lub ich toksyn, niskie koszty, mozliwo$¢ dokonania obiektywnego odczytu
wyniku za pomoca odpowiedniej aparatury, tatwos¢ procedury, mozliwos¢ zautomatyzowania
badan, minimalizacja liczby wynikéw falszywie dodatnich i falszywie ujemnych.

Pozywki chromogenne

Zalecang pozywka selektywno-rdznicujaca stosowang podczas wykrywania i
okreslania liczby L. monocytogenes jest pozywka agarowa Listeria wg Ottaviani Agosti
(ALOA) — opisana powyzej. Wykrywanie patogennych szczepoéw L. monocytogenes jest
oparte w tej metodzie na detekcji fosfolipazy C zaleznej od fosfatydyloinozytolu. Ottaviani
zmodyfikowal pozywke stosujac dodatkowo sktadnik chromogenny 5-bromo-4-chloro- -3-
indolilo-B-D-glukopiranozyd. Alternatywna metode opatentowali w 1998 r. Facon i Simon
Zastosowali oni do detekcji aktywnosci fosfolipazy C zaleznej od fosfatydyloinozytolu
sktadnik chromogenny 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-myo-inozytol-1-fosforan. Ta zasada
metody zostata wykorzystana m.in. w pozywce RAPID’L.mono. Zawiera ona, oprocz X-IP,
ksyloze i czerwien fenolowg jako indykator pH. Dzigki temu jest mozliwe zréznicowanie L.
monocytogenes i L. ivanovii. Bakterie L. ivanovii fermentujg ksyloze, co powoduje
zakwaszenie pozywki wokot kolonii 1 zmiang barwy na z6tta.

Metody immunoenzymatyczne

Sposréd roznych metod immunologicznych stuzacych do wykrywania patogenow w
zywnoS$ci najczesciej stosowane sg modyfikacje testOw immunoenzymatycznych ELISA
(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) typu kanapkowego. Jedng z metod alternatywnych
stosowanych do wykrywania bakterii L. monocytogenes jest test immunoenzymatyczny
Transia Plate Listeria monocytogenes, ktory przeprowadza si¢ po etapie namnozenia. Test ten
zawiera przeciwciata specyficzne dla biatka P60 L. monocytogenes znakowane peroksydaza
chrzanowa. W przypadku uzyskania wynikow watpliwych, wymagane jest przeprowadzenie
badan potwierdzajacych. Duzg zaletg testu jest znaczne skrocenie czasu analizy, gdyz wynik
uzyskuje si¢ 1,5 h po namnozeniu badanych bakterii. W pelni zautomatyzowang metoda,
wykorzystujaca technikg¢ enzymoimmunofluorescencyjng (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) jest system VIDAS. Badanie jest przeprowadzane automatycznie przez




immunoanalizator VIDAS z wykorzystaniem pipetki SPR (Solid Phase Receptacle) i paskow
testowych. Wewnetrzna powierzchnia pipetki SPR  jest pokryta monoklonalnymi
przeciwcialami anty L. monocytogenes, natomiast paski testowe zawieraja odpowiednie
odczynniki, koniugat (monoklonalne przeciwciata znakowane alkaliczng fosfatazg) i substrat
fosforan 4-metyloumbeliferylu. Enzym Kkoniugatu katalizuje hydrolize substratu do
fluorescencyjnego produktu 4-metylo-umbelliferonu, ktérego fluorescencja jest mierzona
automatycznie przy dlugosci fali 450 nm. Do wykrywania L. monocytogenes we wszystkich
produktach spozywczych i1 probkach srodowiskowych moga by¢ stosowane testy Vidas
Listeria monocytogenes 2 (VIDAS LMO2), Vidas Listeria DUO (VIDAS LDUO) i Vidas
Listeria monocytogenes Xpress (VIDAS LMX). W opracowanych metodach zastosowano
rézne pozywki namnazajace (bulion Frasera, bulion LX) i rézny czas inkubacji. Etap
namnazania bakterii w metodzie VIDAS LMO2 i VIDAS LDUO jest dwustopniowy (48 h),
natomiast w metodzie VIDAS LMX dzigki optymalizacji pozywki LX przez dodatek
selektywnych czynnikdéw zostat skrécony do 26 h. Po namnozeniu bakterii czas oznaczenia za
pomocg analizatora VIDAS wynosi od 70 do 127 min w zalezno$ci od stosowanego testu.
Metoda zastosowana w teScie VIDAS LDUO umozliwia w jednym badaniu jednoczesne
wykrycie i réznicowanie L. monocytogenes i Listeria ssp. ze wzgledu na uzycie kombinacji
przeciwcial 1 fragmentow przeciwciat dla antygenow tych bakterii.

Metody wykorzystujace technike PCR

Wykrywanie drobnoustrojow chorobotwdrczych w badanej probce zywnosci metoda
PCR odbywa si¢ w trzech etapach:

- namnazanie bakterii w odpowiednich pozywkach w celu zwigkszenia liczby komorek 1
eliminacji wynikow fatszywie dodatnich, wynikajacych z obecnosci komoérek martwych,

- liza komoérek w celu wyodrgbnienia DNA petnigcego funkcje matrycy w reakcji
amplifikacji,

- reakcja PCR w wurzadzeniu zwanym termocyklerem 1 wykrywanie obecno$¢
specyficznego produktu reakcji, $wiadczacego o obecnosci analizowanych
drobnoustrojéw w badanej probce.

Produkty PCR mozna wykrywaé¢ metoda tradycyjng stosujac elektroforez¢ w  Zelu

agarozowym lub nowoczesng dzigki technologii Real-Time PCR. Do wykrywania obecnos$ci

L. monocytogenes w probkach zywnosci za pomocg techniki PCR najczesciej wykorzystuje

si¢ gen specyficzny hly listeriolizyny O, a takze geny internalin inlA, inlB oraz gen iap biatka

P60 zwigzanego z procesem inwazji (invasion associated protein).

BAX System Listeria monocytogenes 24E jest automatycznym systemem do
wykrywania patogenow w probkach zywnosci i probkach $rodowiskowych. Protokoét
oznaczenia sktada si¢ z trzech etapdéw: przygotowania DNA, amplifikacji specyficznego
fragmentu DNA 1 detekcji fragmentu DNA. Zestaw zawiera rowniez fragment DNA , kontroli

wewngetrznej” pozwalajacy na wyeliminowanie falszywie ujemnych wynikéw wynikajacych z
obecnosci potencjalnych inhibitoréw reakcji PCR. Zaleta systemu jest zastosowanie
wszystkich sktadnikow reakcji PCR (polimerazy DNA, mieszaniny trinukleotydow dNTP,
starterow, matrycy kontroli wewngtrznej i barwnika fluorescencyjnego) w formie tabletki
umieszczone] w probowce PCR, ktéra rozpuszcza si¢ w lizacie otrzymanym z probki



zywnos$ci. Po procesie amplifikacji system mierzy zmiany fluorescencji probki w funkcji
temperatury wyznaczajac tzw. krzywe topnienia DNA, charakteryzujace amplifikowany
fragment. Na podstawie interpretacji uzyskanych krzywych podawane sg wyniki testu.

Metody hybrydyzacji kwasow nukleinowych

Technologia hybrydyzacji RNA/DNA i DNA/DNA wykorzystuje zazwyczaj
oligonukleotydowe sondy genetyczne specyficznie hybrydyzujace z unikalnym dla danego
gatunku bakterii regionem 16S rRNA. W jednej komorce bakterii moze si¢ znajdowac 10 000
kopii rybosomalnego RNA i dlatego technologia ta nie wymaga etapu amplifikacji
RNA/DNA, aby wykry¢ poszukiwane bakterie. Metoda polega na wyodrebnieniu
rybosomalnego RNA bakterii metodg lizy komorek. Otrzymany lizat jest wykorzystywany do
hybrydyzacji typu RNA/DNA z oligonukleotydowa sonda znakowana barwnikiem
fluorescencyjnym lub enzymem. Wykrywanie specyficznych produktow hybrydyzacji
odbywa si¢ przez pomiar zmiany barwy lub luminescencji. Do odczytu wyniku stosuje si¢
luminometry lub czytniki mikroptytek. Przed wykonaniem testu metodg hybrydyzacji nalezy
przeprowadzi¢ etap namnazania bakterii w pozywkach opisanych w protokole walidacji.
Testy oparte na metodach hybrydyzacji charakteryzuja si¢ krotkim czasem wykonania,
wysoka czutoscig dzigki wykorzystaniu wysoce specyficznego fragmentu rRNA jako
sekwencji docelowej. Do metod tych zaliczana jest tez fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
FISH opisana w przewodniku do ¢wiczenia 3.

Cze$¢ praktyczna

1. Omoéwienie poszczegdlnych etapéw oznaczania obecnosci i liczby Listeria
monocytogenes W zywnosci

2. Posiewy potwierdzajgce przynaleznos¢ do rodzaju Listeria sp.:
- test na wykrywanie katalazy
- posiew khuty na zdolnos$¢ ruchu

3. Posiewy potwierdzajace przynaleznos¢ do gatunku L. monocytogenes:
- test na zdolno$¢ do rozktadu weglowodanow

4. Posiewy sprawdzajace zdolnoéci manualne w laboratorium mikrobiologicznym (na
zaliczenie)
- posiew izolacyjny przygotowanej mieszaniny
- posiew na skos agarowy



