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METODY WYKRYWANIA
MIKROORGANIZMOW PATOGENNYCH
W ZYWNOSCI

Skazenie zywnosci przez chorobotwércze patogeny i toksyny stanowi jeden
z najwazniejszych probleméw zdrowotnych wspodlczesnego Swiata. Zjawisko to
dotyczy zaréwno krajow wysoko uprzemystowionych, jak i stabo rozwinietych.
Epidemiolodzy szacuja, Ze choroby wywotane przez mikroorganizmy patogenne
sa przyczyna okoto 40% catkowitej liczby zgonéw na §wiecie. Lista mikroorga-
nizméw patogennych (tab. 1) obejmuje bakterie, pasozyty i wirusy, przy czym
niemal 75% wszystkich zatrué¢ spowodowanych jest przez bakterie [24].

Tabela 1
Mikroorganizmy patogenne (FDA®, CDC™", National Institute of Health)

Bakterie Pasozyty Wirusy
Salmonella spp. Giardia lamblia wirus z6ttaczki typu A
Clostridium botulinum Entamoeba hystolytica rotawirus
Clostridium perfringens Cryptosporidium parvum | wirusy z grupy Norwalk
Staphylococcus aureus Cyclospora cayetanensis
Campylobacter jejuni Anisakis sp.

Yersinia enterocolitica Diphyllobotrium spp.

Yersinia pseudotuberculosi | Nanophyetus spp.

Listeria monocytogenes Eustrongylides spp.
Vibrio cholerae Acanthamoeba

Vibrio parahaemolyticus | Ascaris lumbricoides
Bacillus cereus
Aeromonas hydrophila
Aeromonas spp.
Plesiomonas shigelloides
Shigella spp.
Streptococcus spp.
Escherichia coli

" FDA - Food and Drug Administration; " CDC - Centre for Disease Control.
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Przyktadowo, w Stanach Zjednoczonych odnotowuje si¢ okoto 76 mln zatrué
pokarmowych rocznie, z czego 325 tys. przypadkéw wymaga hospitalizacji,
a niemal 5000 to przypadki $miertelne. W tabeli 2 przedstawiono mikroorgani-
zmy patogenne, bedace najczgstsza przyczyna zachorowan w tym kraju. Zna-
mienne jest, iz tylko w okoto 14 min zatru¢ udaje si¢ wykry¢ mikroorganizm
odpowiedzialny za schorzenie, podczas gdy przy az 62 miln zatrué etiologia po-
zostaje nieznana [10].

Tabela 2
Przyczyny zatru¢ pokarmowych w Stanach
Zjednocznonych

Bakterie Liczba zach.orowan
rocznie
Campylobacter jejuni 1963 000
Salmonella spp. 1342 000
Clostridium perfringens 248 520
Staphylococcus spp. 185 060
Escherichia coli O157:H7 62 500
Listeria monocytogenes 2 500

Jak wynika z danych Panstwowego Zaktadu Higieny, w Polsce odnotowuje
si¢ prawie 27 tys. zatru¢ pokarmowych rocznie (rys. 1), przy czym liczba zacho-
rowan co roku ksztaltuje si¢ na podobnym poziomie. Najczg¢stsza przyczyna
zachorowan sg bakterie z rodzaju Salmonella, w dalszej kolejnosci zatrucia po-
wodowane s3 przez bakterie z rodzaju Staphylococcus i Clostridium (rys. 2).
W znacznej liczbie przypadkéw, tj. okoto 3-4 tys. rocznie, nie udaje si¢ zidenty-
fikowa¢ mikroorganizmu odpowiedzialnego za zatrucie.
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Rys. 1. Liczba zatru¢ pokarmowych w Polsce w latach 1999-2003
(2003 r. obejmuje dane od 1 stycznia do 31 czerwca)
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Rys. 2. Przyczyny zatru¢ pokarmowych w Polsce w latach 1999-2003 (dane PZH)

Wobec tak duzej liczby zatru¢ o nieokreslonej przyczynie laboratoria na ca-
tym $wiecie daza do opracowania skutecznych metod ich wykrywania i identy-
fikacji. Wykrywanie skazen mikrobiologicznych ma podstawowe znaczenie
w zachowaniu bezpieczefstwa zywnosci. Metody iloSciowego i jako$ciowego
oznaczania drobnoustrojéw w zywno$ci mozna podzieli¢ na konwencjonalne
i szybkie.

1. Konwencjonalne metody mikrobiologiczne

Konwencjonalne metody umozliwiaja przeprowadzenie analizy jakoSciowej
i ilosciowej badanej probki zywnosci. Identyfikacji bakterii dokonuje si¢ na pod-
stawie cech morfologicznych i biochemicznych mikroorganizméw. Wynik uzy-
skuje si¢ w rezultacie przeprowadzenia kilku etapéw, takich jak przednamnaza-
nie, namnazanie selektywne i identyfikacja mikroorganizméw. Przednamnazanie
polega na posiewie probki zywnosci na podtoze nieselektywne w celu zwigksze-
nia liczby mikroorganizméw, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku badania
produktéw przetworzonych, zwlaszcza poddanych procesom utrwalania, gdzie
ilo§¢ mikroorganizméw jest niewielka. Kolejny etap polega na przesiewaniu
uzyskanej mieszaniny na podtoza selektywne celem namnozenia i wyizolowania
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okre$lonego mikroorganizmu, eliminujac pozostale. Uzyskanie wyniku pozy-
tywnego wymaga potwierdzenia testami biochemicznymi lub serologicznymi.

Klasyczne metody mikrobiologiczne s bardzo czule, pozwalaja na wykrycie
jednej komérki w 25 g prébki, ich zaleta jest rowniez stosunkowo niski koszt
analizy. Co najwazniejsze, stanowia one oficjalne metody kontroli jakosci,
uznawane przez instytucje kontrolne zaréwno panstwowe, jak i migdzynarodo-
we. Ponadto sa wymagane jako metody odniesienia w przypadku postugiwania
si¢ tzw. szybkimi testami. Jednak niewatpliwa wada tych metod jest ich praco-
chtonno$¢ i dhugi czas analizy, wynoszacy co najmniej kilka dni, co sklania
wielu badaczy do poszukiwania nowych, skutecznych i szybkich metod oceny
stanu mikrobiologicznego zywnosci.

2. Metody szybkie

W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywne dziatania w kierunku opracowywa-
nia i wprowadzania nowych szybkich metod, szczegélnie tych zwigzanych
z monitorowaniem stanu higienicznego proceséw technologicznych, detekcja,
okresleniem ilo$ciowym i identyfikacja mikroorganizméw. Rozwdj szybkich
metod na przetomie lat przedstawia si¢ nast¢pujaco:

1965-1975 — miniaturyzacja testéw diagnostycznych,

1975-1985 — testy immunologiczne,

1985-1995 — sondy genetyczne i aplikacja PCR,

od 1995 r. — biosensory.

Ponizej krétko scharakteryzowano techniki stosowane obecnie najczgsciej
w laboratoriach oraz metody intensywnie rozwijajace si¢ w ostatnich latach.

2.1. Bioluminescencyjny pomiar ATP

Bioluminesencyjny pomiar ATP opiera si¢ na reakcji enzymatycznego wysoko- -
energetycznego zwiazku z udziatem ATP, wystgpujacego we wszystkich zy-
wych komoérkach. ATP — adenozynotrifosforan — jest przeno$nikiem energii
swobodnej w wigkszosci proceséw metabolicznych w komorce, takich jak syn-
teza bioczasteczek czy tez ich transport. Podczas enzymatycznej hydrolizy ATP
w obecnosci lucyferazy lub luminolu energia przekazywana tym zwigzkom wy-
zwala reakcjq $wietlng [20]. Ilo§¢ emitowanych kwantéw $wiatla jest mierzona
za pomocg aparatu zwanego luminometrem i wyrazona we wzglednych jednost-
kach $wietlnych — RLU (relative light unit). llo$¢ kwantéw Swiatla jest propor-
cjonalna do zawarto$ci ATP w badanej probie.

Bioluminescencyjny pomiar ATP stanowi jedna z metod szybkiej oceny sta-
nu mikrobiologicznego produktéw spozywczych. Wykorzystanie tej metody
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wciaz budzi kontrowersje ze wzgledu na duza liczbe czynnikéw, ktére moga
zafalszowaé prawdziwy wynik zawartosci ATP w prébie. Do najwazniejszych
czynnikéw, wplywajacych na pomiar, nalezy homogennos$¢ préby, sposéb jej
przygotowania i przechowywania. Konieczna jest znajomos¢ sktadu préby, jej
pochodzenia i zawartosci czynnikow, ktére moga wplywac na ostateczny wynik
[38]. Reakcja ATP z lucyferyna wymaga odpowiednich parametréw fizykoche-
micznych, takich jak: pH i temperatura [20].

Metoda bioluminescencyjnego pomiaru ATP jest bardzo przydatna przy
kontroli stanu sanitarno-higienicznego powierzchni oraz skutecznosci mycia
1 dezynfekcji urzadzen w przemysle spozywczym. Najwigksza zaleta tej metody
jest krotki czas badania, zaledwie kilka minut. Oznaczenie jest bardzo proste
i nie wymaga skomplikowanej procedury przygotowania proby. W przypadku
stosowania pomiaru ATP do oceny stanu mikrobiologicznego produktéw Zzyw-
nosciowych wymagane jest dodatkowo oddzielenie ATP drobnoustrojéw od
ATP pochodzenia organicznego. Niemniej jednak w literaturze opisano wyko-
rzystanie tej metody do oceny zakazenia mikrobiologicznego takich produktéw,
jak: produkty mleczarskie [4], [14], [32], migso i dréb [3], [SO], napoje gazowa-
ne [23], soki owocowe [15], [23], [36] i piwo [15], [23], [42].

Metoda bioluminescencji zostata takze wykorzystana do specyficznej detek-
cji bakterii z grupy coli poprzez zastosowanie bakteriofagéw specyficznych dla
Enterobacteriaceae z wprowadzonym genem [ux. Bakterie te sa stosowane jako
wskaznik sanitarno-higieniczny w przemysle spozywczym [28].

Zastosowanie bioluminescencyjnego pomiaru ATP pozwala réwniez na pro-
gnozowanie rozwoju drobnoustrojéw podczas procesu technologicznego, co jest
szczegOblnie istotne przy wprowadzaniu systemu HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Point) [19], [25].

2.2. Pomiar impedancji

Aktywno$¢ biologiczng mikroorganizméw mozna monitorowac poprzez zmiany
impedancji hodowli w ptynnej pozywce. Mikroorganizmy podczas wzrostu me-
tabolizujg substraty o matej przewodnosci do produktéw o wysokiej przewodno-
$ci, co w rezultacie powoduje zmiang oporu elektrycznego srodowiska. Zmiany
te sg rejestrowane przez odpowiednie urzadzenie i przedstawiane w postaci
krzywej, podobnej do krzywej wzrostu bakterii. Stosujac ré6zne podtoza i warun-
ki wzrostu, mozna uzyska¢ rézny prog detekcji i otrzymaé wyniki charaktery-
styczne dla okreslonej liczby poszczegdlnych grup mikroorganizmoéw [46].
Metoda ta wzbudza coraz wigksze zainteresowanie, poniewaz daje mozli-
wo$é szybkiego oszacowania stopnia zanieczyszczenia zywnos$ci. Wiaze sig jed-
nak z koniecznoscia zakupu drogiej aparatury. Obecnie znane s3 trzy systemy
oznaczania liczby mikroorganizméw, wykorzystujace pomiar impedancji: an-
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gielskie Malthus i RABIT oraz amerykanski Bactometer. Przy zastosowaniu
tego typu aparatéw mozna wykrywac¢ i oznaczaé ilo§ciowo m.in. ogdlng liczbe
bakterii, liczbg plesni i drozdzy, pateczki z grupy coli, paleczki z rodziny Ente-
robacteriaceae. Wynik otrzymywany jest juz po 6-48 godzinach, w zaleznosci
od rodzaju mikroorganizmu i automatycznie interpretowany [12].

2.3. Metody mikroskopowe

Metody mikroskopowe umozliwiaja prosta i szybka oceng stanu mikrobiolo-
gicznego produktu, totez sa czgsto wykorzystywane w przemysle m.in. do oceny
mleka, produktéw mlecznych czy wody. Przykladem takiej metody jest bez-
posrednia technika epifluorescencyjna (direct epifluorescent filter technique —
DEFT).

Technika ta jest stosunkowo szybka i czuta metoda, stosowana do okre$lania
liczby mikroorganizméw: bakterii, ple$ni i drozdzy. Polega na bezposrednim
liczeniu komérek pod mikroskopem po odpowiednim przygotowaniu badanej
prébki. Probka zywnos$ci poddawana jest wstgpnemu trawieniu w celu zlizowa-
nia obecnych w niej komérek somatycznych i utatwienia procesu filtracji. Naj-
czesciej do tego celu wykorzystywane sg trypsyna i Triton X-100. Przeprowa-
dzona nastgpnie filtracja przez filtr membranowy poliwgglanowy pozwala na
skoncentrowanie komérek w badanym materiale, co poprawia jednocze$nie
czulo$¢ metody. Osadzone na powierzchni filtra drobnoustroje sa wybarwia-
ne fluoryzujacym barwnikiem — oranzem akrydynowym, co umozliwia ich
obserwacje w $wietle ultrafioletowym w mikroskopie fluorescencyjnym [22],
[44], [45].

Dodatkowa zaleta tej metody jest mozliwo$¢ rozréznienia w obrazie mikro-
skopowym komérek zywych i martwych, poniewaz zabarwienie komoérek jest
charakterystyczne dla danej fazy wzrostu mikroorganizméw. Z reguly komoérki
zywe barwia si¢ na pomaranczowo do czerwonego, a komérki martwe na zielo-
no. Najczesciej metodg t¢ wykorzystuje si¢ do badania mleka, ale coraz czgsciej
podejmowane sg proby zastosowania DEFT do oceny mikrobiologicznej innych
produktéw zywnosciowych, np. sokdw czy przetworéw migsnych. Metoda ta
jest prosta, a koszt badania pojedynczej probki niewysoki, jednak wymaga wy-
posazenia laboratorium w kosztowng aparaturg [30], [44], [49].

Mikroskopia epifluorescencyjna umozliwia réwniez oznaczenie jakoscio-
we, jesli zastosowane zostana przeciwciata znakowane fluorescencyjnie, wy-
krywajace antygen na powierzchni komorki identyfikowanych bakterii. Metode
taka zastosowali Tortorello i Gendel (1993) w celu wykrycia bakterii Esche-
richia coli O157:H7 w mleku i soku owocowym, a Wang i Sharpe (1998)
W migsie. ;
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2.4. Filtracja membranowa

Jedna z powszechniej stosowanych metod w kontroli jako$ci wody i innych pro-
duktéw spozywczych jest filtracja membranowa. Technika filtracji membrano-
wej polega na przefiltrowaniu odpowiedniej ilosci prébki przez filtr o okre$lonej
wielkosci poréw, co umozliwia zatrzymanie mikroorganizméw na jej po-
wierzchni. Filtry takie umieszcza si¢ nast¢pnie na podtozu agarowym. Typowy
obraz po inkubacji mikroorganizméw przedstawiony jest w postaci siatki z lo-
sowym rozkladem kolonii w poszczegdlnych ,kwadracikach” [31]. Obecnie
wiele firm, np. Millipore, oferuje zestawy do filtracji wraz z gotowymi podio-
zami, ktérymi nasacza si¢ krazki bibulowe umieszczone na ptytkach Petriego
(tzw. nutrient pad sets).

Metoda filtracji membranowej jest metoda referencyjng do oznaczania liczby
bakterii z grupy coli, liczby bakterii z grupy coli typu kalowego, liczby pacior-
kowcéw kalowych oraz bakterii z rodzaju Salmonella w wodzie [35]. Metode te
wykorzystuje si¢ réwniez w badaniach innych produktéw spozywczych, takich
jak: piwo, woda mineralna, wino i farmaceutyki.

Mozliwe jest takze zastosowanie tej metody do selektywnego wykrywania
bakterii, np. Escherichia coli O157. W tym przypadku stosuje si¢ przeciwciata
monoklonalne, znakowane peroksydaza chrzanowsa, a detekcji komorek doko-
nuje si¢ na podstawie ich wybarwiania na kolor r6zowy. Metoda ta umozliwia
wykrycie 10 komoérek na gram préby bez koniecznosci selektywnego namnaza-
nia mikroorganizmu [1].

2.5. Testy chromogenne

W celu szybkiej identyfikacji bakterii stosuje si¢ substraty enzymatyczne w po-
staci odwodnionej na specjalnych nosnikach. Pod wptywem dodanej zawiesiny
bakterii substrat jest rozktadany przez enzymy, w wyniku czego powstaje barw-
ny produkt badz produkt, uzyskujacy zabarwienie pod wplywem okre§lonego
odczynnika. Obecnie wiele firm oferuje zestawy ztozone z wielu testow chro-
mogennych, ktére umozliwiaja dokonanie identyfikacji mikroorganizméw
w krétkim czasie, nawet w ciagu 2-4 godzin [53]. Przykladem tego typu testow
sa manualne testy API lub automatyczne testy Vitek firmy BioMerieux. Testy
API mozna przyréwna¢ do zminiaturyzowanego szeregu biochemicznego. Na
plytce z tworzywa sztucznego znajduja si¢ mikroprobowki, zawierajace zliofili-
zowane substraty do oceny reakcji biochemicznych. Przygotowana zawiesing
bakterii posiewa sie¢ na podtoza w mikroprobéwkach i inkubuje w okre$lonych
warunkach. Po inkubacji odczytuje si¢ wyniki reakcji wedlug zataczonej in-
strukcji, a nastgpnie w ksigzce kodowej sprawdza ostateczny wynik, czyli okre-
Slony gatunek bakterii.
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Metody wykorzystujace substraty chromogenne charakteryzuja sie 95%
czulodcia i swoistoScia, umozliwiaja zidentyfikowanie drobnoustroju niekiedy
juz po 4 godzinach, a w wigkszoSci analiz w ciggu 18-24 godzin. Reakcje bio-
chemiczne s3 dobrze dobrane, a wyniki fatwe do odczytania i interpretacji. Po-
niewaz w testach wykorzystywane sa reakcje katalizowane przez wytworzone
Jjuz w komorce bakterii enzymy, z reguly nie sa one zalezne od fazy wzrostu
bakterii. Poza tym reakcje nie sa wrazliwe na wplywy otoczenia. Metody te maja
pewne ograniczenia, m.in. aktywno$¢ enzyméw moze by¢ rézna u poszczegdl-
nych szczepéw nalezacych do tego samego gatunku, niekiedy tez na wynik
wplywac faza wzrostu bakterii badZ rodzaj podtoza hodowlanego. Czuto$é reak-
cji moze by¢ ograniczona, jesli sa to reakcje katalizowane przez enzymy we-
wnatrzkomérkowe. W takim przypadku szybkosé reakcji bedzie uzalezniona od
wielko$ci inoculum [53].

2.6. PCR - reakcja lancuchowa polimerazy

Metoda PCR pozwala na szybka i selektywna detekcj¢ oraz identyfikacje¢ mikro-
organizmdw poprzez amplifikacj¢ specyficznego fragmentu genu. Reakcja pole-
ga na wielokrotnym powtarzaniu cyklu, sktadajacego sig z trzech etapéw: dena-
turacji dwuniciowego DNA, przylaczania starteréw do pojedynczych nici DNA
i syntezy komplementarnego tancucha DNA za pomoca termostabilnej polime-
razy. W rezultacie iloS¢ DNA zostaje zwielokrotniona i moze by¢ tatwo zidenty-
fikowana metoda elektroforezy na zelu agarozowym. Wzrost czuto$ci metody
mozna uzyska¢, stosujac dodatkowo hybrydyzacj¢ ze specyficzng sonda DNA
(2], [39].

Reakcja PCR jest szeroko wykorzystywana w biologii molekularnej i dia-
gnostyce medycznej [17], a w ostatnich latach wzrasta zainteresowanie ta tech-
nika jako metoda detekcji i identyfikacji mikroorganizméw patogennych w zyw-
nosci [39]. Niewatpliwymi zaletami PCR sg specyficzno$¢ i czulo$¢. Specyficz-
nos¢ wynika z faktu, ze amplifikowany jest fragment genu o unikatowej sek-
wencji, charakterystycznej dla danego mikroorganizmu. Z reguly sa to okreslone
sekwencje genéw, kodujacych czynnik wirulencji danego drobnoustroju, np.
toksyne [8], [11], [21]. Metoda PCR charakteryzuje si¢ takze duza czuloscia,
poniewaz teoretycznie wystarczy jedna kopia genu w probowce reakcyjnej do
zajscia reakcji amplifikacji.

Oznaczanie drobnoustrojow tg metoda jest bardzo skuteczne w przypadku
czystych kultur, jednak czuto$¢ metody spada w przypadku zastosowania PCR
bezposrednio do probek zywnosci [48]. Przyktadowo, bakterie Listeria mono-
cytogenes sa wykrywane w czystej kulturze juz przy liczebnosci 1-10 komo-
rek/cm’, podczas gdy w réznych typach seréw bakteria ta wykrywana jest dopie-
ro przy poziomie 10° komérek/cm® [16]. Gtéwnym problemem, wystepujacym
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podczas stosowania PCR w zZywnodci, jest obecno$¢ zwiazkéw hamujacych
reakcj¢ PCR, co moze dawac¢ falszywie negatywne wyniki. Inhibicja reakcji
moze by¢ spowodowana denaturacjg polimerazy DNA, degradacja DNA i starte-
r6w przez nukleazy badz wigzaniem jonéw Mg** niezbednych do zajécia reakcji.
Wada bezposredniej metody PCR jest takze brak rozréznienia pomiedzy komor-
kami zywymi i martwymi, co z kolei moze dawa¢ fatszywie pozytywne wyniki.
Rozwigzaniem moze by¢ w tym wypadku przednamnozenie prébki [33], [34].
Mozliwe jest zastosowanie modyfikacji reakcji PCR, polegajacej na analizie
informacyjnego RNA (mRNA), ktdry rozpada si¢ znacznie szybciej po obumar-
ciu komorki niz DNA, tak wigc jest obecny tylko w komérkach zywych. W me-
todzie tej mRNA jest przeksztalcany w komplementarny DNA za pomoca od-
wrotnej transkryptazy. Jednak izolacja i detekcja RNA w poréwnaniu z detekcja
DNA jest metoda trudniejsza pod wzglgdem technicznym i mniej czuta [18].

2.7. Sondy genetyczne

Sondy DNA to krétkie znakowane fragmenty kwasu nukleinowego, tworzace
hybrydy (pary) z komplementarnymi sekwencjami DNA lub RNA, wyizolowa-
nymi z mikroorganizméw badz obecnymi wewnatrz komérek. Wyréznia si¢
sondy o swoistosci szczepowej, gatunkowej czy rodzajowej [52].

Sondy moga by¢ produkowane przez klonowanie lub amplifikacjg okreslone;j
sekwencji DNA na drodze enzymatycznej, a takze na drodze syntezy chemicz-
nej. Aby zwigkszy¢ czulo$¢ detekcji i1 ulatwié¢ prace diagnostyczne, sondy sa
znakowane réznego rodzaju znacznikami. Dotychczas najczgsciej stosowano
radioaktywne izotopy, obecnie coraz czgsciej do znakowania stosuje si¢ zwiazki
nieradioaktywne, takie jak digoksygenina czy biotyna, ktére sa bezpieczne
w uzyciu i moga by¢ przechowywane dtuzszy czas [39]. Sondy nieradioaktywne
moga by¢ znakowane posrednio lub bezposrednio. Sondy znakowane metoda
posrednia zawieraja ligand, ktéry podczas detekcji hybrydyzacji jest rozpozna-
wany przez przeciwcialo skoniugowane z enzymem. W rezultacie powstaje
barwny produkt badz reakcji towarzyszy zjawisko chemiluminescencji. W me-
todzie znakowania bezposredniego wykorzystywane sa znaczniki fluorescencyj-
ne [52].

Przy detekc;ji i identyfikacji mikroorganizméw za pomoca sond wykorzystuje
si¢ dwie metody: hybrydyzacj¢ kolonijna i hybrydyzacje izolowanego DNA.
W przypadku hybrydyzacji kolonijnej konieczna jest na wstgpie hodowla kolonii
na odpowiedniej pozywce. Nastgpnie powierzchnia pozywki z wyro$nigtymi
koloniami jest odcinana i przenoszona na saczek z membrang nitrocelulozowa.
W kolejnym etapie komérki kolonii poddawane s3 lizie metoda chemiczng lub
enzymatyczng w celu uwolnienia DNA. Przed rozpoczg¢ciem hybrydyzacji ko-
nieczne jest przeprowadzenie denaturacji DNA w celu rozplecenia podwdjnego
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tancucha, tak aby sonda mogta przylaczy¢ si¢ do komplementarnej sekwencji.
Metoda hybrydyzacji bezposrednio izolowanego DNA jest prostsza i szybsza,
poniewaz polega na jednostopniowej izolacji i oczyszczaniu DNA z pobranej
proby, z pominigciem etapu hodowli komérek. Metoda ta jednak wymaga do-
stepnosci duzych probek biomasy komérkowej [3], [27], [40], 41].

W ostatnich latach coraz czgsciej obok sond DNA stosuje si¢ sondy kom-
plementarne do fragmentéw genéw kodujacych rybosomalny RNA [37].

2.8. Testy serologiczne

Metody immunochemiczne, wykorzystujace przeciwciata, znajduja zastosowa-
nie w wielu dziedzinach, m.in. do detekcji mikroorganizméw patogennych, ta-
kich jak wirusy, bakterie i plesnie. Bardzo czgsto metodg tg stosuje si¢ do wy-
krywania toksyn wytwarzanych przez mikroorganizmy. Specyficzno$¢ testow
immunochemicznych zalezy od specyficznosci zastosowanego przeciwciala.
Moga to by¢ przeciwciata monoklonalne, poliklonalne lub rekombinowane.

Wykrywanie patogenéw przeprowadza si¢ najczgsciej za pomocg testow
ELISA (enzyme — linked immunosorbent assay). Jest kilka odmian tej metody,
ale zasadniczo wykorzystuje ona reakcj¢ swoistego przeciwciata z antygenem
obecnym w badanej probce. W metodzie bezposredniej powstaly kompleks
antygen—przeciwcialo wiaze si¢ nastgpnie z enzymem, ktéry powoduje prze-
ksztalcenie dodanego w kolejnym etapie substratu w barwny produkt. W tzw.
metodzie kanapkowej przed reakcja z enzymem kompleks antygen—przeciwciato
jest wiazany najpierw z drugim przeciwciatem, ktére rozpoznaje powstaty kom-
pleks i stuzy do detekcji. Pomigdzy kolejnymi etapami mikroptytki, na ktérych
przeprowadzana jest analiza, przemywa sig, aby usuna¢ niezwigzane przeciw-
ciala [7], [53].

Limit wykrywalnosci przy uzyciu testéw ELISA wynosi okoto 10* do 10°
jtk/ml, dlatego przy matlej liczbie komdrek konieczne jest przednamnozenie
probki. Szereg firm oferuje zestawy do detekcji mikroorganizméw za pomoca
testow serologicznych ELISA. Obecnie w ten sposéb mozna wykrywac takie
mikroorganizmy, jak: Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Escherichia coli
0157, Campylobacter.

Test ELISA stosowany jest takze w potaczeniu z reakcja PCR do wykrywa-
nia produktéw reakcji, co poprawia czuto$¢ metody nawet stukrotnie w poréw-
naniu z konwencjonalng elektroforeza zelowa [13].

2.9. Biosensory

W ostatnich latach nastapit duzy rozwéj badan nad biosensorami, postrzeganymi
nawet jako tzw. technologia przyszlosci [7]. Biosensory to urzadzenia analitycz-
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ne, ktére tacza w sobie dwa zasadnicze elementy. Jednym z nich jest biologiczny
receptor, a drugim system przetwarzania sygnatu. Bioreceptorami mogg by¢
enzymy, przeciwciata, kwasy nukleinowe, mikroorganizmy, komorki badz tkan-
ki. W wyniku biospecyficznej interakcji, np. przeciwciato/antygen, kwas nukle-
inowy/komplementarna sekwencja, enzym/substrat, powstaje sygnal, ktory trafia
do przetwornika. Przetwornikiem moze by¢ elektroda, widkna optyczne, krysz-
taty piezoelektryczne. W zalezno$ci od metody transdukcji sygnatu biosensory
dzieli si¢ na kilka grup: elektrochemiczne, optyczne, termometryczne, piezo-
elektryczne i magnetyczne [6], [47].

W literaturze opisano szereg przykladéw biosensoréw przeznaczonych do
detekcji mikroorganizméw patogennych w zywnosci, chociaz wigkszo$¢ opisa-
nych badan dotyczy tylko skali laboratoryjnej. Ye i in. [51] opisali biosensor
piezoelektryczny do wykrywania bakterii Salmonella, wykorzystujacy przeciw-
cialo immobilizowane na zlotej elektrodzie, potaczone z powierzchnia krysztatu
kwarcowego. Biosensor wykrywalt bakterie Salmonella typhimurium przy li-
czebnoéci komérek od 5,3 x 10° do 1,2 % 10° w ciagu 25 minut. Biosensory
elektrochemiczne w polaczeniu z magnetyczng separacja komoérek zastosowano
do wykrywania bakterii Salmonella [9] oraz Escherichia coli [29]. Analiza
trwata krécej niz 2 godziny, a prég wykrywalnoéci wynosit 5x10° komérek/cm’
w przypadku bakterii Salmonella i 10° komérek/cm® w przypadku Escherichia
coli. Ostatnio obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie biosensorami, wyko-
rzystujacymi sondy genetyczne jako bioreceptory [26], 43].

Biosensory stanowia wysoce specyficzne, szybkie i proste w uzyciu urzadze-
nia analityczne. Jednak jak dotad niewiele z nich odgrywa istotna rol¢ w prze-
mysle spozywczym czy innych dziedzinach, takich jak diagnostyka medyczna.
Przejscie od badan laboratoryjnych do skali przemystowej jest utrudnione. Wy-
nika to m.in, z konieczno$ci opracowania metody produkcji niedrogiego i wia-
rygodnego sensora, ktéry zapewni stabilne i czule oznaczenie. Problemy zwig-
zane sa takze z metoda kalibracji, stabilnoscia i przechowywaniem oraz catko-
witg integracja systemu detekcji [47].

Podsumowanie

Duza liczba zatru¢ pokarmowych kazdego roku na $wiecie, liczne przypadki
$miertelne i jednoczesny znaczny odsetek choréb o niezidentyfikowanej przy-
czynie to wystarczajace powody do ciaglego rozwoju badan nad nowymi meto-
dami wykrywania patogenéw. Szybkie metody oferuja pod tym wzgledem wiele
korzysci: krétki czas analizy i tatwo$¢ oznaczenia, czuto$é, specyficzno$¢, czg-
sto automatyzacj¢. Dzigki temu laboratoria moga bada¢ wigcej probek w tym
samym czasie, znacznie szybciej uzyskujac wynik, niz miatoby to miejsce
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w przypadku metod konwencjonalnych. Jednak jak dotad nie jest mozliwe cat-
kowite zastgpienie metod tradycyjnych szybkimi testami. Przede wszystkim
wickszo$¢ szybkich metod pozwala albo na oznaczenie iloéciowe, albo jako-
$ciowe, a ponadto, zgodnie z wymogami, konieczne jest potwierdzenie wyniku
pozytywnego przez analiz¢ metodami konwencjonalnymi.
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METHODS OF DETECTING PATHOGENIC
MICROORGANISMS IN FOOD

Summary

There are millions of food poisoning cases in the world every year and a significant part
of them ends in death. This is a problem for both the poorly and highly developed coun-
tries. Most frequently the poisoning is caused by such bacteria as Campylobacter, Sal-
monella, Clostridium and Staphylococcus, but many illnesses are of unknown etiology.
In order to ensure food safety it is necessary to detect quickly and precisely the microor-
ganisms responsible for food poisoning. This can be done thanks to new analytical tech-
niques which have dynamically developed over the last few years. The paper is a review
of the currently applied methods to detect and identify pathogenic microorganisms in
food. The authors present a series of hygiene related technological procedures, such as:
bioluminescence measurement of ATP, measurement of impedance, microscopic me-
thods or membrane filtration. In order to ensure fast selective detection and identification
of pathogenic organisms, a wider and wider use is made of polymerization chain reaction
(PCR), genetic probes, chromogen and serologic tests as well as biosensors. However,
conventional microbiological methods which, in contrast to majority of fast methods,
render both quantitative and qualitative results, are still treated as reference methods.
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