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Ocena efektywnosci tradycyjnych i molekularnych
metod wykrywania pateczek Salmonella
w surowym i ogrzewanym migsie drobiu
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Evaluation of the efficacy of traditional and molecular methods for Salmonella detection
in raw and heated poultry meat

Summary

Samples of poultry meat were artificially contaminated with Salmonella and subjected to heat treatment:
pasteurization, cooking and sterilization. Subsequently both raw and heated samples were tested for the
presence of Salmonella with the standard culture method, according to EN-ISO 6579:2002, and with direct
application of PCR as well as PCR with preenrichment incubation. The presence of Salmonella was detected
in all samples of raw meat by the use of the culture method and PCR with the preenrichment incubation.
Salmonellae were not found in the portion of samples containing a low number of bacteria when direct PCR
method was applied. Salmonellae were not detected by the standard culture method and PCR with
preenrichment incubation in all heated samples. When direct PCR method was used, the presence of
Salmonella was found in all samples subjected to pasteurization, cooking and sterilization at 121°C for 15
and 30 minutes. However, DNA of Salmonella was not detected in the portion of the samples heated at 121°C
for 45 minutes and in all samples heated at 130°C for 45 minutes, which was probably caused by thermal
degradation of DNA to such an extent that its detection by PCR was impossible. One of the most important
advantages of PCR is the short time of Salmonella detection. The most important disadvantage, besides

difficulties in differentiating between live and dead bacteria, seems to be the relatively high cost of tests.
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Obecnie przy oficjalnym, rutynowym badaniu mikro-
biologicznym zywnosci najczgsciej wykorzystuje sig kla-
syczne metody hodowlane, ktore sa kosztowne, a takze
pracochtonne i czasochtonne. Opracowanie i zastosowa-
nie w praktyce tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
umozliwilo wykorzystanie do identyfikacji drobnoustro-
jow sond genetycznych (7), co spowodowato przetom
w diagnostyce mikrobiologicznej. Obecnie dostepnych jest
na rynku wiele testow do wykrywania Sa/monella, opar-
tych na PCR. W badaniach wykorzystuje si¢ dostepne
komercyjnie lub opracowane indywidualnie do celow
doswiadczalnych protokoty izolacji bakteryjnego DNA.
Réznice w wigkszosci przypadkow dotycza zastosowa-
nych starteréw i ich specyficzno$ci oraz odczynnikow
optymalizujacych przebieg reakcji. Jedna z najwigkszych
zalet PCR jest mozliwo$¢ uzyskania wyniku juz po ok.
4-8 godzinach. Podstawowa wada tej metody, z punktu
widzenia higieny zywnosci, jest fakt, ze DNA wykryte
w probee produktu spozywczego moze pochodzi¢ zarow-
no z zywych, jak i martwych paleczek Salmonella. Kolej-
na wada testow opartych na PCR jest stosunkowo mata
ilo§¢ materialu pobierana do oznaczen. Trudno$ci te pro-

buje si¢ przezwycigzy¢ poprzez polaczenie wstepnej in-
kubacji probek zywnosci w ptynnym podtozu z technika
PCR.

Celem badan byto okreslenie i porownanie czgstotli-
wosci wykrywania pateczek Salmonella przy wykorzys-
taniu metody hodowlanej i PCR w:

a) surowym migsie drobiu, sztucznie zanieczyszczonym
tymi drobnoustrojami,

b) migsie drobiu poddanym obrébce termicznej o roz-
nej intensywnosci (pasteryzacji, gotowaniu i sterylizacji).

Material i metody

Do badan uzyto szczepu Salmonella enterica subspecies
enterica serotyp Enteritidis — szczep nr 271/97 z kolekcji Pra-
cowni Pateczek Jelitowych Zaktadu Bakteriologii PZH w War-
szawie.

Migso drobiowe, pochodzace z migéni piersiowych kurczat,
rozdrabniano za pomoca maszynki do mielenia migsa z uzy-
ciem siatki o $rednicy oczek 4 mm, a nastgpnie dzielono na
probki po 25 g kazda, ktére umieszczano w sterylnych toreb-
kach z polietylenu. Nastepnie probki skazano 24-godzinna ho-
dowla bulionowa pateczek Salmonella, dazac do uzyskania ino-
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culum 3,5 x 10, 3,5 x 10% oraz 3,5 x 103 komorek bakteryjnych
w 1 probee. Torebki zamykano prézniowo (Vacuum Ver-
packungs Maschinen 1000), a nastgpnie poddawano obrobce
termicznej — pasteryzacji, gotowaniu i sterylizacji.

Pasteryzacjg przeprowadzono w ultratermostacie z ciagglym
przeplywem wody destylowanej i regulacja temperatury z do-
ktadnos$cig + 0,5°C. Probki ogrzewano w temperaturze 72°C
w ciggu 10 minut. Wartos$¢ pasteryzacyjna procesu termiczne-
go wynosita 11,70. Okreslano ja za pomoca urzadzenia Pasteu-
rization Value Meter APEK AL154PMO01/93 W.1.

Gotowanie przeprowadzono w urzadzeniu opisanym powy-
zej, stosujac 3 warianty ogrzewania o nast¢pujacych paramet-
rach: 100°C/10 minut, 100°C/15 minut oraz 100°C/20 minut.

Sterylizacjg przeprowadzono w autoklawach ci$nieniowych,
stosujac 4 nastgpujace kombinacje czasu i temperatury: 121°C/
15 minut, 121°C/30 minut, 121°C/45 minut, 130°C/30 minut.

Badanie metoda hodowlana przeprowadzano zgodnie z nor-
ma EN-ISO 6579: 2002 (2). Po przednamnazaniu w niese-
lektywnej pozywce ptynnej materiat przenoszono do namna-
zajacej pozywki selektywnej RVS, ktéra inkubowano w tem-
peraturze 41,5°C przez 24 godziny. Z otrzymanej hodowli wy-
konywano przesiewy na selektywna pozywke stata — agar
z ksyloza i lizyna (XLD), ktéra inkubowano w temperaturze
37°C przez 24 godziny.

Metodg PCR stosowano w dwojaki sposob: bezposrednio,
tj. bez przednamnazania drobnoustrojow zawartych w bada-
nym materiale i po ich przednamnazaniu w zbuforowanej wo-
dzie peptonowe;j.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Genomic DNA Prep Plus (A&A Biotechnology). Do
reakcji PCR zostaly uzyte komercyjne zestawy firmy DNA-
-Gdansk II s.c. Zestaw diagnostyczny PCR — Salmonella.

Amplifikacja prowadzona byla przy uzyciu termocyklera
Mastercykler personal firmy Eppendorf. Dla kazdej serii ba-
dan wykonano kontrolg pozytywna, przygotowang z materiatu
dostarczonego wraz z zestawem oraz kontrolg negatywna. Jako
kontroli negatywnej uzyto roztworu TE. Rozdziat produktow
reakcji PCR zostat wykonany metoda elektroforezy w 2% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny przy napigciu
10 V/ecm zelu. Elektroforezg przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Wide Mini-Sub cell GT firmy Bio-Rad. Jako zrédto
napigcia wykorzystano zasilacz Power Pac 200 firmy Bio-Rad.
Na zel agarozowy nanoszono probki przygotowane przez zmie-
szanie 3 pl barwnika i 10 pl mieszaniny reakcyjnej PCR bada-
nej probki. Marker wielkosci fragmentow DNA przygotowy-
wano przez zmieszanie 2 pl barwnika i 5 pul markera DNA
M100-500. Produkty reakcji PCR byly uwidaczniane przez
wzbudzenie fluorescencji przy uzyciu transiluminatora UV. Za
wynik pozytywny testu uznawano obecnos¢ w zelu produktu
reakcji PCR o wielko$ci 429 par zasad. Archiwizacja wyni-
koéw prowadzona byta przy pomocy cyfrowego aparatu foto-
graficznego Minolta Dimage Z1.

Przy okreslaniu obecnosci pateczek Salmonella w migsie
drobiowym metoda PCR po etapie przednamnazania probki
o masie 25 g dodawano do 225 ml zbuforowanej wody pepto-
nowej, ktora inkubowano w temperaturze 37°C w ciagu 18 go-
dzin. Nastepnie pobierano 1 ml hodowli, ktdra odwirowywa-
no. Osad zawieszano w 100 ul roztworu TE, do ktorego do-
dawano 200 pl roztworu LT i 20 pl roztworu proteinazy K.
Uzyskana mieszaning inkubowano w 37°C przez 30 minut.
Dalej postgpowano zgodnie z podanym wcze$niej opisem me-
tody PCR bez przednamnazania.

Wyniki i omowienie
Na podstawie wynikdw dotyczacych surowego migsa
drobiu (tab. 1) mozna stwierdzi¢, ze metoda hodowlana
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Tab. 1. Wplyw inokulum i metody oznaczania na wyniki ba-
dania surowego miesa drobiu w kierunku obecnosci paleczek
Salmonella

Liczba prébek pozytywnych/liczha prébek badanych
Inokulum Metoda oznaczania obecno$ci pateczek Salmonella
- liczba pateczek
metoda
wsgélzamg:a hodowlana - | PCR - metoda PGI: ;rz':z'_"da
wedtug EN-ISO bezposrednia ..

6579:2002 namnazaniem
0 (kontrola) 0/9 0/9 0/9
3,5 x10 9/9 3/9 9/9
3,5 x 102 9/9 8/9 9/9
3,5 x 108 9/9 9/9 9/9

oraz metoda PCR z przednamnazaniem wykryto salmo-
nelle we wszystkich celowo zanieczyszczanych probkach
niezaleznie od poziomu inokulum. Znacznie gorsze wy-
niki uzyskano przy metodzie PCR stosowanej bezposred-
nio. W przypadku tej metody wystepuje wyrazny zwia-
zek pomigdzy liczba komorek salmonelli wprowadzonych
do probek i liczba wynikow pozytywnych. Im nizszy byt
poziom inokulum, tym wigksza liczba probek, w ktérych
nie stwierdzono salmonelli. Przyczyna tego faktu wydaje
si¢ mata masa materiatu pobieranego do oznaczen meto-
da PCR. Przy pobieraniu z probki zanieczyszczonego
migsa 20-miligramowej nawazki moze si¢ zdarzy¢, ze przy
niewielkiej liczbie pateczek Salmonella ich obecno$¢
pozostanie nie wykryta. Dopiero przy najwyzszym po-
ziomie inokulum (3,5 x 10° na 25 g) we wszystkich prob-
kach stwierdzono obecno$¢ salmonelli (tab. 1).

Wysoka zgodno$¢ metody hodowlanej z metoda PCR
potaczona z przednamnazaniem (76%) obserwowat row-
niez Feder i wsp. (5) podczas badan terenowych w kie-
runku obecnosci pateczek Salmonella w kale $win. Zda-
niem niektorych autorow (1, 9, 11), polaczenie metody
PCR 1 przednamnazania daje nawet lepsze rezultaty niz
metoda hodowlana. Czulos¢ metody zalezy réwniez od
wizualizacji produktow amplifikacji. Stosujac elektro-
forezg agarozowa upraszcza si¢ procedure, jednak, jak
podaja niektorzy autorzy, mozna zwigkszyc¢ jej czulosé
przez zastosowanie PCR-OLA — procedury faczenia oli-
gonukleotydéw i uwidocznienia produktow w immuno-
enzymatycznej reakcji ELISA (11). Specyficzno$¢ i czu-
tos¢ metody PCR z przednamnazaniem w badaniach
migdzylaboratoryjnych okre§lono na 97,5% i zapropono-
wano ja jako standard migdzynarodowy (6).

Na podstawie wynikow dotyczacych ogrzewanego mig-
sa drobiu (tab. 2) mozna stwierdzi¢, ze we wszystkich
probkach poddanych obrébee termicznej nie stwierdzo-
no obecnos$ci salmonelli zar6wno metoda hodowlana, jak
i metoda PCR polaczong z przednamnazaniem. Stosujac
bezposrednia metode PCR uzyskano wyniki pozytywne
we wszystkich probkach poddanych pasteryzacji, goto-
waniu oraz sterylizacji w temp. 121°C przez 15 i 30 mi-
nut. W probkach sterylizowanych w temp. 121°C przez
45 minut pojawily si¢ wyniki ujemne przy niskim pozio-
mie inokulum, natomiast przy ogrzewaniu w temp. 130°C
przez 30 minut wszystkie wyniki byly ujemne (tab. 2),
co bylo zapewne spowodowane termiczna degradacja
DNA.
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Tab. 2. Wplyw rodzaju obrébki termicznej, inokulum i metody oznaczania
na wyniki badania ogrzewanego migsa drobiu w kierunku obecnosci pale-
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nelli, Ze nie mozna go wykry¢ metoda PCR.
W przeciwnym wypadku powinny wystapi¢

czek Salmonella wyniki pozytywne i niezgodno$¢ z wynika-
Liczba probek pozytywnych/liczba probek badanych | T UZY skanymi Ir}etoda(hodowlanac. Zdanlem
, " niektorych autoréw, przy stosowaniu przed-
Inokulum Metoda oznaczania obecno$ci pateczek Salmonella LT . L, .. .
Sposdb - liczba pateczek o namnazania i PCR moze mieC miejsce poja-
ogrzewania Salmonella ho (m:llja:a - | PCR- metoda | FCR-meloda | Wwianiesiq wynikow fatszywie pozytywnych
W250mMiesa | oot EN-ISO | bezposrednia z przed- (3, 10). Wydaje si¢, ze do wyjasnienia tego
6579:2002 flamnazaniem | 7;4wiska potrzebne sa dalsze badania.
—— 3.5 x 102 33 33 33 . Ob.serwowane ostatn}o postqpy’w norma-
(bez ogrzewania) ; lizacji metod wykrywania patogenow w zyw-
3,5 x10 33 3B 33 nosci opartych na PCR (np. ISO 20837:2006,
Pasteryzacja 3,5 x 102 0/3 33 0/3 ISO 20838:2006) i dynamiczny rozwoj prac
(72°C/10 min. PV badawczych w tej dziedzinie z pewnos$cia do-
3 .

L) 35 x10 e i s prowadza do masowego stosowania metod
Gotowanie 1 3,5 x 102 03 3/3 03 molekularnych w rutynowej kontroli zyw-
(100°C/10 min.) 3.5 x 10° 03 33 0/3 nosci 1 pasz. Jedna z najwazniejszych zalet
Sotwanie 2 3.5 x 102 0 e 0 tych me’tod jest krotki czas wykonywania
i _ oznaczen, a najistotniejszym ograniczeniem,
GIOOSC oIS} 3,6 x 10 073 33 03 oprocz trudnosci ze zréznicowaniem zywych
Gotowanie 3 3,5 x 102 03 33 03 1 martwych bakterii, wydaja si¢ obecnie sto-
(100°C/20 min.) B— o 33 o sukowo wysokie koszty. Wedtug wiasnych
’ , wyliczen, oznaczenie obecnosci pateczek
Sterylizacja 1 3,5x10 03 33 03 Salmonella w 25 probkach migsa metoda ho-
(121°CA15 min.) 3,5 x 103 0/3 33 0/3 dowlang wymaga 74 h, metoda PCR — 9 h,
T 3.5 x 102 03 33 03 a metoda PCR potaczona z przednamnaza-
( 132113 ?g;;g“::lf ) B niem —27 h. Koszt jednego oznaczenia z wy-
' 3.5 x10 03 33 03 korzystaniem metody PCR jest od 4,8 (me-
Sterylizacja 3 3,5 x 102 0/3 13 03 toda bezposrednia) do 4,9 (PCR z przednam-
(121°C/45 min.) 35 x 103 03 33 03 nazaniem) raza wyzszy od kosztow oznacze-
) nia wykonanego tradycyjna metoda hodow-

Sterylizacja 4 3,5 <10 03 03 053 lana (8).

(130°C/30 min.) 3,5 x 103 0/3 0/3 0/3
PiSmiennictwo

Uzyskane wyniki wykazuja, ze wszystkie rodzaje sto-
sowanej obrobki termicznej doprowadzatly do peine;j
inaktywacji salmonelli oraz Zze pozytywne wyniki uzys-
kane metoda bezposrednia PCR odnosza si¢ do DNA po-
chodzacego z martwych komorek bakteryjnych, ktore nie
stanowig juz zagrozenia dla zdrowia konsumentow. Po-
dobne prawidlowo$ci obserwowali inni autorzy (4).

Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie w praktyce row-
nolegtego badania probek zywnosci tradycyjna metoda
hodowlang oraz metoda PCR umozliwitoby nie tylko uzys-
kanie informacji, czy pateczki Salmonella przezyty ob-
robke termiczna, ale tez czy byly one obecne w surow-
cach i poiproduktach przed ogrzewaniem. Wyniki przed-
stawione w tab. 2 wskazuja, ze uzyskanie takiej informa-
cji byloby mozliwe w przypadku probek poddanych pas-
teryzacji, gotowaniu i sterylizacji w temperaturze 121°C
w ciagu 15 1 30 minut. Bardziej intensywna obrdbka ter-
miczna moze doprowadza¢ do uszkodzenia DNA salmo-
nelli w stopniu uniemozliwiajacym jego wykrycie meto-
da PCR.

Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze stosujac metode trady-
cyjna oraz metodg PCR z przednamnazaniem stwierdzo-
no petna zgodno$¢ uzyskanych wynikéw, tj. obecnosé
salmonelli jedynie w probkach kontrolnych i ich brak we
wszystkich probkach ogrzewanych. Wydaje si¢ to §wiad-
czy¢ o tym, ze podczas procesu przednamnazania docho-
dzi do takiej dezintegracji DNA inaktywowanych salmo-
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