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1. Wstep

1.1. Opis metody i przeznaczenie

Test RapidChek®™ Salmonella, zgodnie z informacja podawang przez producenta,
przeznaczony jest do wykrywania pateczek Salmonella spp. "w réinego rodzaju zywnosci (surowe
migso, drob, przetwory mleczne, przetworzone migso i $wieze produkty)”. W Zakladzie Higieny
Srodkéw Zywienia Zwierzat PIW-PIB badano réwniez skutecznos$é tego testu pod katem
wykrywania tego patogena w Srodkach zywienia zwierzat.

Test ten polega na wykorzystaniu przeciwcial, ktore reaguja specyficznie z antygenem
zlokalizowanym na powierzchni Salmonella, tworzac specyficzny kompleks przeciwciato - antygen
- przeciwcialo. Wynik reakcji widoczny jest jako jedna linia lub dwie czerwone linie na membranie
poprzecznego przeptywu w okienku kasetki. Jesli badana prébka nie zawiera paleczek Salmonella i
test zostal przeprowadzony prawidlowo w okienku kasetki powinna si¢ pojawi¢ pojedyncza
czerwona linia (linia kontrolna) oznaczajaca wynik negatywny. Natomiast w przypadku obecnosci
tego patogena w badanej probce dodatkowo pojawi¢ si¢ powinna druga linia testujaca (wynik
pozytywny).

1.2. Cel badan

Celem podjetych badan bylo okreslenie przydatnosci testu RapidChek™ Salmoneila do
wykrywania obecnosci palteczek Salmonella w rézmego rodzaju $rodkach Zywienia zwierzat W
ramach prowadzonych badan w réznych ukiadach modelowych postanowiono okresli¢ nastgpujace
cechy metody:

* specyficznosc testu
e czulosc testu

Prowadzone badania mialy charakter walidacyjny 1 przebiegaly zgodnie z procedura
walidacji mikrobiologicznych metod jakosciowych.

2. Material i metody

2.1. Zawartosé¢ zestawn

Zestaw testowy skiada sig¢ z 50 kasetek testowych oraz 50 pipet (150 pl):
¢ Kod produktu: 7000166,

e Numer serii: 3K1142,

® Data waznosci: pazdziernik 2004,

2.2. Sprzet zastosowany do badania

Inkubator (JOUAN) utrzymujacy temperature 42°C przez 20-24 godzin,
[nkubator (BINDER) utrzymujacy temperature 37°C przez 20-24 godzin,

Torba typu Stomacher - Seward 400 Circulator (Seward),

Homogenizator A 11 basic (IKA),

Waga WPS 600/C (RADWAG), zakres pomiaru 500 mg - 600 g (czulosé 10 mg),
Densimat (BioMerieux),

Liofilizator GT3 (LYOWAC),

Cieplarka KBC G-65/250 (PREMED),

Wytrzasarka TK3S (TecnoKartell).




Zes Producent/Dystrybutor

® Producent testu:

Strategic Diagnostics Inc.

111 Pencader Drive

Newark, Delaware 19702

USA

Tel: 302-456-6789, 800-544-8881.
www . sdix.com

¢  Dystrybutor testu:
TIGRET Sp. z 0.0,

ul. Dziec: Warszawy 48
02-495 Warszawa

tel. +48 (22) 8670528/9
fax. +48 (22) 8670530
tigret@poland.org
www.tigret.pl

24. Pozywki i odezynniki

2.4.1.  Test z surowicq do aglutynacji Salmonella spp.

Celem potwierdzenia i klasyfikacji serologiczne] wyizolowanych pateczek Salmonella w
metodzie ISO stosowano surowice aglutynacyjne: anty-HM (Immunolab) oraz anty-BO, CO, DO,
EO (Wellcome diagnostics).

242. Przednamnazanie

2.4.2.1. RapidChek Media for Salmonella

Rozpuszczono 27g pozywki Salmonella Enrichment Medium w jednym litrze jalowe] wody o
temperaturze 42°C. Tak przygotowana pozywke uzywano natychmiast po przygotowaniu.

2.4.2.2.Zbuforowana woda peptonowa (BPW)

® Skiad:

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny 10g
Chlorek sodu 5,0g
Wodorofosforan (V) disodu dwunastowodny (Na;HPOy - 12 H;0) 9,0g
Diwodorofosforan(V) potasu (KH,POy) 1,5g
Woda 1000 ml

® Przygotowanie:

Skladniki rozpuszezono w wodzie. Ustalono pH tak, aby po sterylizacji wynosifo 7.0 £ 0.2 w
temperaturze 25°C. Pozywke rozlewano do kolb o odpowiedniej objetodei i sterylizowano w
autoklawie w temperaturze 121°C przez 15 min,

2.4.2.3. Pozywka Rappaport-Vassiliadis z soja (pozywka RVS)

e Sklad:
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Roztwor A

Enzymatyczny hydrolizat sojowy 5.0g
Chlorek sodu 8.0g
Diwodorofosforan(V) potasu (KH,POy) 1,4¢
Wodorofosforan(V) dipotasu (KHPO,) 0,2¢
Woda 1000 ml
Roztwor B

Chlorek magnezu szesciowodny (MgCl; - 6H,;0) 400,0g
Woda 1000 ml
Roztwoér C

Szczawian zieleni malachitowe) 0,4g
Woda 100 ml
Pozywka kompletna:

e Skiad pozywki kompletne;:

Roztwor A 1000 ml
Roztwor B 100 ml
Roztwor C 10 ml

® Przygotowanie pozywki kompletne;:

Do 1000 ml roztworu A dodawano 100 ml roztworu B i 10 ml roztworu C. Ustalono pH tak,
aby po sterylizacji wynosilo 5.2 + 0.2, Rozlano do prébowek w ilosci 10 ml. Sterylizowano w
autoklawie w temperaturze 115°C przez 15 min. Pozywkg przechowywano w temperaturze 3°C
+ 2°C zuzyto w dniu przygotowania.

24.24. Pozywka Miiller-Kauffmanna z czterotionianem i nowobiocyng (pozywka
MKTTn)

e Skiad pozywki podstawowej:

Ekstrakt migsny 4,3g
Enzymatyczny hydrolizat kazeiny 8,6¢
Chlorek sodu (NaCl) 2,6g
Weglan sodu (CaCO;) 38,7g
Tiosiarczan sodu pigciowodny (Na,S,0; - 5H;0) 47 8¢g
70k bydleca do celow bakteriologicznych 4,78¢
Zielen brylantowa 9,6mg
Woda 1000 ml
¢ Skiad roztworu jodu w jodku potasu:

Jod 20,0 g
Jodek potasu (KI) 25,0g
Woda 100 ml
® Skiad roztworu nowobiocyny:

S6l sodowa nowobiocyny 0,04 g
Woda 5 ml

e Skifad pozywki kompletne;j:

Pozywka podstawowa 1000 ml
Roztwér jodu w jodku 20 ml
Roztwor nowobiocyny 5 ml

¢ Przygotowanie pozywki kompletnej:

W sposéb jatowy dodano 5 ml roztworu nowobiocyny do 1000 ml pozywki podstawowej.
Wymieszano, nastgpnie dodano 20 ml roztworu jodu w jodku. Dokfadnie wymieszano.
Przeniesiono pozywke aseptycznie do sterylnych kolbek o odpowiedniej pojemnosci, tak aby
uzyska¢ porcje niezbgdne do wykonania badan.
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2.4.2.5. Bulion TT (Hajna)

¢ Przygotowanie:
Dodano 91,5 g pozywki do 1 litra dejonizowanej wody, zagotowano a nastepnie schlodzono do

temperatury nizszej niz 50°C, dodano 40 ml/l roztworu jodu. Rozlano po 10 ml do jalowych
probowek.

2.4.3.  Agarzksylozg i lizyna (XLD agar) + kwas nalidiksowy

e Sklad:

Ekstrakt drozdzowy 30g
Chlorek sodu (NaCl) 50g
Ksyloza 375 ¢
Laktoza 758
Sacharoza 75¢
Chlorowodorek L-Lizyny 50g
Tiosiarczan sodu 68g
Cytrynian zelazowo-amonowy(11I) 08¢g
Czerwien fenolowa 0,08 g
Dezoksycholan sodu 10g
Agar 9do 18 ¢
Kwas nalidiksowy (25mg w 5ml 0,1 NaOH) 5ml
Woda 1000 m

e Przygotowanie:

Rozpuszczono skladniki podstawowe w wodzie przez ogrzewanie, mieszajac pozywke az do
momentu zagotowania. Ustalono pH, tak aby po sterylizacji wynosito 7,4 £ 0,2, w temperaturze
25°C. Rozlano pozywke podstawowa do probowek lub kolbek o odpowiedniej pojemnosci.
Podgrzewano, czgsto mieszajac, do momentu zagotowania pozywki i rozpuszczenia agaru.

2.4.4. Agar z zielenig brylantowg i czerwienig fenolowa (BGA) + kwas nalidiksowy
e Skiad pozywki podstawowej:

Ekstrakt drozdzowy 30g
Ekstrakt migsny 50g
Pepton 10,0 g
Chlorek sodu (NaCl) 3.lg
Wodorofosforan (V) disodu (Na,HPO, - 2 H,0) 1.0g
Diwodorofosforan (V) sodu (NaH,PO, - H,0) 06g
Agar 120 g
Kwas nalidiksowy (25mg w Sml 0,1 NaOH) S5ml
Woda 900 ml
® Sklad roztworu cukrow i czerwieni fenolowej:

Laktoza 100 g
Sacharoza 100 g
Czerwien fenolowa 0,09 g
Woda destylowana ad 1000 ml

¢ Skiad roztworu zieleni brylantowej

Zielen brylantowa 05¢g
Woda destylowana 100 ml
® Sklad pozywki kompletnej:

Pozywka podstawowa 900 ml
Roztwor cukrow i czerwieni fenolowej 100 ml




Roztwor zieleni brylantowe 1 ml
® Przygotowanie pozywki:
Dodano roztwor zieleni brylantowej w ilosci Iml na 100 ml roztworu cukréow i czerwieni

fenolowej, zmieszano calos¢, dodano do 900 ml pozywki podstawowej o temperaturze 45 +
50°C. Dokladnie wymieszano i rozlano natychmiast do plytek Petriego.

24.5.  Agar odzywezy

e Skiad:
Agar 150g
Ekstrakt drozdzowy 25g
Pepton 50g
Woda peptonowa 1000 ml

® Przygotowanie pozywki:
Sktadniki rozpuszczono w wodzie przez podgrzewanie. Ustalono pH tak, aby po sterylizacji
wynosito 7,0+0,2. Rozlano do kolb i wyjatawiano w temperaturze 121°C przez 20 min. Agar
rozlewano do jatowych ptytek Petriego.

2.5. Przygotowanie liofilizatéw do kontaminacji prébek

Do kontaminacji probek badanych uzyto szczepu Sa/monella Typhimurium 940 nalidixic
acid resistance, ktorego liczba zostala okreslona w zawiesinie o gestosei 0,5 McF (w
jednostkach McFarlanda) na 1,5 x 10*. Z kolejnych rozcienczen przygotowano inokula, ktére
zamrozono w temperaturze -80°C a nastepnie poddano liofilizacji. Tak przygotowane
liofilizaty przechowywano w temperaturze -20°C do momentu zakazenia badanych prébek
(matryc). Kontaminacje probek przeprowadzano tuz przed rozpoczeciem badania.

2.6. Rodzaje matryc uzytych w badaniach

Badanie przydatnosci i skutecznosci testu wykonano na nastgpujacych rodzajach matryc:
maczka rybna
$ruta sojowa
Sruta rzepakowa
mieszanka paszowa
sucha karma dla psow
. pasze naturalnic kontaminowane (probki archiwalne laboratorium), w ktorych badanie
wykazaiu obecnosé pateczek Salmonella w 25 g paszy:
a) $ruta slonecznikowa
b) mieszanka paszowa dla drobiu
7. pasze naturalnie kontaminowane, w ktorych badanic wykazalo obecnoé¢ Citrobacter spp. w
25 g paszy.

P‘rg:z zastosowaniem do kontroli testu RapidChek™ Salmonella uzywane matryce badano
pod katem obecnoéci paleczek Salmoneila i otrzymano wynik ujemny.

R

2.7.  Pordéwnanie do obowigzujgcej metody

Test RapidChek™ Salmonella byl poréwnywany z metody referencyjna PN-EN ISO
6579:2003 "Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania Salmonella

L

spp.".

2.8, Wykonanie badania

Probka wiasciwa o masie 25 g (matryca) byla kontaminowana rozng liczba paleczek
Salmonella, probka kontrolna (25 g) byla kontaminowana Citrobacier spp. Nastgpnie do




probek dodawano 225 ml Buforowanej] Wody Peptonowej 1SO lub Salmonella Enrichment
Medium (RapidChek Salmonella).

2.8.1. ISO

Wykrywanie paleczek Salmonella wykonywano wg. metody referencyjnej PN-EN ISO
6579: 2003. Posiewy wykonywano na plytki z pozywka BGA oraz XLD. Pozywki wzbogacone
byly w kwas nalidiksowy celem selekeji szczepu uzywanego do kontaminacji prébek opornego
na ten zwiazek i eliminacji natywnych paleczek Salmonella.

2.8.2. RapidChek Salmonella
Po 5,5 godzinnym namnazaniu w temp. 42°C material przenoszono do 10 ml bulionu TT
Hajna (podgrzanego wczesniej do 42°C). Probke umieszczono ponownie w inkubatorze i

inkubowano przez 19 godzin. Nastgpnie pobierano 150 pl z bulionu 1 podawano do zbiorniczka
kasetki. Po 10 minutach odczytywano wynik (Rys.1).

Rys.1 Wykonanie testu RapidChek Salmonella

25 g prabki (matryca) Dodano 225 ml Salmonella Przeniesiono 1 ml  Pobrano probke

umieszczano wtarbie anrichmant medium. wrbogaconego plynu pipetg
Stomacher. Prabki Inkubowano 5.5 hwtemp.  bulionu do 10 ml anastegnia
komtaminowana 4z2'c bulionu TT (Heina), nakraplano
rbzmymi poziomami Inkubowano wtemp, w okienku
pataczki Salmonella 42°C przez 19h kasetk testujace|
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Badanie proby wiasciwej (kontaminowanej) powtarzano siedmiokrotnie, uzywajgc pieciu
matryc, dwoma metodami. Badanie prob kontrolnych (kontaminowane Citrobacter) powtarzano
dwukrotnie, dla kazdej z matryc, dwoma metodami. Kazdy poziom kontaminacji sprawdzano
rownoczesnie przez powierzchniowy posiew inokulum na czterech plytkach agaru odzywezego. Po
inkubacji odczytywano wynik i obliczano $rednia liczbe komérek Sa/monella w inokulum.

Kontrole stanowila pasza, w ktorej badanie wykazalo obecno$é Citrobacter i brak Salmonella.
Ze wzgledu na mozliwos¢ ogniskowego wystgpowania paleczek Salmonella w paszy matryce przed
odwazeniem poddano homogenizacji celem ujednolicenia probki a nastepnie dzielono na dwie
porcje (po 25g na kazda metode). Wykonano jedna kontrole dla kazdej matrycy w obu metodach.
Posiewy wykonywano na plytki z podlozem BGA oraz XLD.

3. Uzyskane wyniki i ich oméwienie

Wszystkie matryce sztucznie kontaminowane wykazywaly bardzo dobra zyzno$é w
namnazaniu pateczek Salmonella (Tabele 1-5). Czulo$¢ detekcji tego patogena byta 100% w
metodzie referencyjnej ISO oraz w teécie RapidChek (na wszystkich poziomach zakazenia). Nawet
na najnizszych poziomach zakazenia pasek testowy w metodzie RapidChek byl wyraznie widoczny
Juz po 2 minutach od rozpoczgcia badania (Rys. 2, 3), natomiast w metodzie ISO na pozywkach




XLD i BGA otrzymano czyste kultury koloni Salmonella spp. (Rys. 4, 5). ﬂwiadcz}' to o
uzytecznosci testu w przypadku paleczek Salmonella poddanych wezesniej liofilizacyi, ktora
czgéciowo symuluje warunki przetwarzania w zakladzie produkujacym zywno$¢ 1 pasze.
Otrzymane wyniki badan zestawiono w tabelach 1-5.

Rapid/~ Rapid”™ jd A~
Rapid® Rapid/® Rapid/

: . | |
Rys 2. Test RapidChek Salmonella, od lewej: (a) reakeja przeprowadzona nieprawidlowo, (b) wynik
ujemny, (c) wynik dodatni.

Wszystkie proby kontrolne kontaminowane Cifrobacter spp. nie dawaly reakcji krzyzowe)
(fatszywie dodatniej) w tescie RapidChek. Swiadczy to o wysokiej specyficznodci tego testu
(100%).

Skuteczno$¢ testu RapidChek byla sprawdzana przez AOAC Reasearch Institute na
nastepujacych matrycach: surowa wolowina, surowa wieprzowina, surowe migso drobiowe
(kurczak, indyk). Test poréwnywano do metody referencyjnej. Zastosowano dwa poziomy
inokulum (zerowy oraz niski) dla kazdej z matryc. Otrzymane wyniki korelujg z wynikam
otrzymanymi w Zakladzie Higieny Srodkéw Zywienia Zwierzat dla probek sztucznie
kontaminowanych.
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Rys. 3 Test RapidChek Salmonella dla matryc sztucznie kontaminowanych (1-5) dla ktérych otrzymano
jednakowy wynik (obraz), od lewej: pigé prob wlagciwych oraz dwie kontrolne
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Rys. 4. Kolonie Salmonella WIOWEIIE na
paszy

pozywcee BGA po kontaminacji paszy na poziomie 2jtk/ 25g




Rys. 5. Kolonie Salmonella wyizolowane na pozywee XLD po kontaminacji paszy na poziomie 2jtk/ 25g

paszy
Tabela 1. Poréwnanie wynikéw badan pribek sztucznie kontaminowanych metodg ISO i RapidChek
Rodzaj Ruodzaj Porziomy zakazenia | Liczba Liczba Czuloié Speoylicznosé
matryey | metody (jtk/25 g paszy)* probek probek testu %o %
badanych | pozytywnyeh
RapidChek | 1500 7 7 100 nie dotyczy

Maczka 400 7 I 100

rybna - 360 7 7 100
90 7 T 100
40 7 7 100
20 7 i 100
5 7 7 100
2 7 T 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100

150 1500 7 7 100 nie dotyczy

400 7 Ef 100
360 7 7 100
90 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
5 7 7 100
2 7 7 100
kontrola negatywna |2 4] nie dotyczy | 100

*- wahanie liczby jtk w inokulum okreslono na 20%

Tabela 2. Pordwnanie wynikéw badan pribek sztucznie kontaminowanych metods 150 i RapidChek

Rodzaj Rodzaj Poziomy zakaZenia | Liczba Liczba Czulosé Specyficznost
matrycy | metody (jtk/25 g paszy) probek probek testu % Yo
badanych | pozytywnych
RapidChek | 1500 7 7 100 nie dotyczy
Stuta 400 7 7 100
sojowa 360 7 7 100
o0 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
5 1 7 100
2 7 7 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100
1SO 1500 7 7 100 nie dotyczy
400 T T 100
360 7 7 100
90 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
S T 7 100
2 A o 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100




Tabela 3. Porownanie wynikow badan probek sztucziie kontaminowanych metoda 15O i RapidChek

Rodzaj Rodzaj Poziomy zakazenia | Liczba Liczba Czulosé Specyficznosé
matrycy metody (jtk/25 g paszy) probek probek testu % %
badanych | pozytywnych
) RapidChek | 1500 7 7 100 nie dotyczy
Sruta 400 7 7 100
rzepakowa 360 7 7 100
90 7 7 100
40 7 T 100
20 T 7 100
5 7 T 100
2 7 7 100
kontrola negatywna | 2 0 nie dotyezy | 100
180 1500 1 7 100 nie dotyczy
400 7 7 100
360 1 7 100
90 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
5 7 7 100
2 7 7 100
kontrola negatywna | 2 0 nie dotyczy | 100
Tabela 4. Poréwnanie wynikéw badan prébek sztucznie kontaminowanych metods ISO i RapidChek
Rodzaj Rodzaj Poziomy zakazenia | Liczba Liczba Czulosc Specyficznost
matrycy metody (jtk/25 g paszy) probek probek testu % Yo
badanych | pozytywnych
RapidChek | 1500 7 7 100 nie dotyczy
Mieszanka 400 7 7 100
paszowa 360 7 T 100
sypka 50 7 7 100
40 7 7 100
20 7 i 100
3 7 1 100
2 7 7 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100
1SO 1500 7 i 100 nie dotyczy
400 7 7 100
360 i 7 100
a0 1 T 100
40 7 T 100
20 7 7 100
5 i 7 100
2 7 7 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100




Tabela 5. Poréwnanie wynikow badan prébek sztucznie kontaminowanych metodg IS0 i RapidChek

Rodzaj Rodzaj Poziomy =zakazenia | Liczba Liczba Czulosé Specyficznosé
matrycy | metody (jtk/25 g paszy) probek prabek testu % %
badanych | pozytywnych
RapidChek | 1500 7 7 100 nie dotyczy
Sucha 400 i 7 100
karma dla 360 7 T 100
psow 90 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
5 7 7 100
2 ) T 100
kontrola negatywna | 2 0 nie dotyezy | 100
IS0 1500 7 7 100 nie dotyczy
400 7 7 100
360 7 7 100
90 7 7 100
40 7 7 100
20 7 7 100
] 7 7 100
2 7 7 100
kontrola negatywna |2 0 nie dotyczy | 100
4. Wnioski

e Test RapidChek Salmonella w badaniu prébek roznych $rodkéw zywienia zwierzat
kontaminowanych szczepem S. fyphimurium na poziomie 2-1500 jtk/25¢ wykazal bardzo
wysoka (100%) specyficznos¢ i czulosc.

e Stosowany w badaniach oceniajacych test RapidChek Sa/monella, podobnie jak metoda
referencyjna wg PN ISO EN 6579:2003 zapewnily wykrycie pateczki Salmonella na
najnizszym stosowanym poziomie kontaminacji tj. 2 jtk/25g, niezaleznie od rodzaju Srodka
Zywienia zwierzat.

e Osiagnigcie wysokiej czulodci i specyficznosci testu RapidChek Salmonella w badaniach
modelowych réznych rodzajéw srodkow Zywienia zwierzat daje podstawy do zalecenia tej
metody do stosowania w badaniach kontrolnych prowadzonych przez producentow
érodkéw zywienia zwierzat w ramach tzw. kontroli wewngtrznej.

Krzﬁomﬁﬁmnu

Doc. dr hab. Krzysztof Kwiatek
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