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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 5Η
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ ΠΑΘΟΓΟΝΟΥ ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ SALMONELLA sp. ΣΕ ΠΟΥΛΕΡΙΚΑ

Τα βακτήρια του γένους Salmonella ανήκουν στην οικογένεια Enterobacteriaceae. Tο γένος Salmonella περιλλαμβάνει προαιρετικά αναερόβιους βάκιλλους με μέγεθος που κυμαίνεται από 0,7-1,5 Χ 2,0-5,0 μm και οι οποίοι συνήθως κινούνται με περίτριχα μαστίγια (υπάρχουν ωστόσο στελέχη τα οποία δεν διαθέτουν την δυνατότητα κίνησης).

Το Salmonella sp. ανιχνεύεται τόσο σε κατοικίδια όσο και σε άγρια ζώα. Η κύρια πηγή προσβολής του ανθρώπου είναι τα τρόφιμα (κυρίως ζωικής προέλευσης, όπως τα κόκκινα κρέατα, τα πουλερικά, τα αυγά και τα παράγωγα αυτών).  Η μόλυνση των τροφίμων με είδη του γένους αυτού είναι συνήθως μικρή και επιφανειακή και για τον λόγο αυτό τα κύτταρα καταστρέφονται εύκολα με τις συνήθεις διαδικασίες παρασκευής και επεξεργασίας τροφίμων. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων τροφογενών ασθενειών και δηλητηριάσεων από είδη του γένους αυτού οφείλονται σε λάθη κατά την διαδικασία παρασκευής των τροφίμων τα οποία δίνουν στα βακτήρια την ευκαιρία να πολλαπλασιαστούν.

1. ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ
Ο δειγματοληπτικός έλεγχος των τροφίμων στηρίζεται σε μεγάλο βαθμό στην διαδικασία που τηρείται τόσο κατά την παραγωγή του τροφίμου, όσο και κατά την κατανάλωση καθώς επίσης και στην ομάδα του πληθυσμού στην οποία απευθύνεται (π.χ. σε ευαίσθητες ομάδες όπως  βρέφη, ηλικιωμένοι ή ασθενείς). 

Διάφοροι οργανισμοί έχουν προτείνει σχέδια δειγματοληψίας τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν ειδικά για σαλμονέλλα. Με βάση το σχέδιο που έχει προτείνει η Εθνική Ακαδημία Επιστημών (N.A.S.) των Η.Π.Α. τα τρόφιμα κατηγοριοποιούνται με βάση τους κινδύνους που εμπεριέχονται σε αυτά ως εξής:
 (Α): το τρόφιμο ή κάποιο συστατικό του μπορεί να αποτελέσει ενδεχομένως σημαντική πηγή για σαλμονέλλα.

 (Β): Η διαδικασία παρασκευής του τροφίμου δεν περιλαμβάνει κάποιο ελεγχόμενο στάδιο το οποίο να θανατώνει τα κύτταρα του μικροοργανισμού αυτού.
 (Γ): υπάρχει δυναμικό για μικροβιακή αύξηση εάν το τρόφιμο δεν χρησιμοποιηθεί σωστά κατά την διανομή ή από τους ίδιους τους καταναλωτές. 
Με βάση τους παραπάνω κινδύνους τα τρόφιμα διαχωρίζονται σε πέντε ομάδες:

(I): τρόφιμα που απευθύνονται σε πληθυσμούς υψηλού κινδύνου (βρέφη, ηλικιωμένους, ασθενείς)

(II): τρόφιμα που πληρούν τα χαρακτηριστικά και των τριών από τις παραπάνω κατηγορίες.

(III): τρόφιμα με χαρακτηριστικά από τις δύο κατηγορίες

(IV): τρόφιμα με χαρακτηριστικά από την μία μόνο κατηγορία

(V): τρόφιμα που δεν ανήκουν σε καμία από τις παραπάνω κατηγορίες

Η αποδοχή μιας παρτίδας τροφίμου, στηρίζεται στα αποτελέσματα που δίνει η ανάλυση ενός συγκεκριμένου αριθμού δειγμάτων βάρους 25 g. Το κάθε δείγμα μπορεί να προέρχεται από κάποιο μεγαλύτερο δείγμα ((100 g). Μια σειρά τέτοιων δειγμάτων τα οποία θεωρούνται αντιπροσωπευτικά της παρτίδας χρησιμοποιούνται για να προσδιοριστεί η αποδοχή ή μη της συγκεκριμένης παρτίδας. 

Τα κριτήρια για την αποδοχή μίας παρτίδας τροφίμου η οποία εξετάστηκε για την παρουσία σαλμονέλλας  έχουν ως εξής:

Για την ομάδα (I): χρειάζεται να γίνει έλεγχος σε 60 δείγματα τα οποία εάν βρεθούν αρνητικά, αυτό σημαίνει ότι με 95% πιθανότητα ο αριθμός κυττάρων της  σαλμονέλλας είναι ( 1ανά 500 g τροφίμου στην συγκεκριμένη παρτίδα.

Για την ομάδα (II): χρειάζεται να γίνει έλεγχος σε 29 δείγματα τα οποία εάν βρεθούν αρνητικά, αυτό σημαίνει ότι ο αριθμός κυττάρων της σαλμονέλλας είναι ( 1ανά 250g. 

Για τις ομάδες (ΙΙΙ), (IV) και (V): χρειάζεται να γίνει έλεγχος σε 13 δείγματα τα οποία εάν βρεθούν αρνητικά, αυτό σημαίνει ότι ο αριθμός κυττάρων σαλμονέλλας είναι   ( 1ανά 125 g.
2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ SALMONELLA sp.

Η διαδικασία που ακολουθείται έχει σκοπό την ανίχνευση ενός πολύ μικρού αριθμού βακτηρίων του γένους Salmonella το οποίο συνοδεύεται συνήθως από πολύ μεγαλύτερους μικροβιακούς πληθυσμούς άλλων ειδών οι οποίοι είτε έχουν προστεθεί στο τρόφιμο κατά την παρασκευή του, είτε το έχουν μολύνει τυχαία. Έτσι η μεθοδολογία που χρησιμοποιείται έχει στόχο να ευνοήσει τον επιλεκτικό πολλαπλασιασμό των βακτηρίων του γένους Salmonella παρεμποδίζοντας ταυτόχρονα την αύξηση της υπόλοιπης μικροχλωρίδας που συνυπάρχει στο ίδιο περιβάλλον.

Τα στάδια που συνήθως ακολουθούνται είναι τα εξής:

· Προ-εμπλουτισμός

· Εμπλουτισμός σε υγρά εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώματα

· Απομόνωση σε στερεά εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώματα

· Ταυτοποίηση

ΠΡΟ-ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ
Στο στάδιο αυτό χρησιμοποιείται συνήθως διάλυμα πεπτόνης-νερού σε αναλογία με το δείγμα 1: 9 (π.χ. 25 g προϊόντος + 225 ml P.W.). Μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν και άλλα διαλύματα όπως το διάλυμα Ringer ΄s ή ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών κ.λ.π. Το στάδιο αυτό είναι απαραίτητο ώστε όλα τα καταπονημένα κύτταρα να επανακτήσουν το δυναμικό τους για αύξηση. Μπορεί όμως να παραληφθεί εντελώς σε ορισμένες περιπτώσεις ή να μειωθεί η χρονική του διάρκεια (π.χ. σε τρόφιμα τα οποία δεν έχουν υποστεί καμία κατεργασία).

Στις περιπτώσεις μελέτης κρεάτων προτείνεται η εξής μεθοδολογία: Καλή ανάμιξη του δείγματος με το διάλυμα για 2 min και μεταφορά του ομογενοποιημένου μίγματος ασηπτικά σε αποστειρωμένη φιάλη η οποία αφήνεται στην συνέχεια σε  ηρεμία σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα. Στην συνέχεια μετράται το pH και εάν χρειάζεται ρυθμίζεται στο 6,8. Τέλος προστίθενται 2,25 ml Tergitol ή Triton X-100. Η χρήση των επιφανειοδραστικών αυτών ουσιών πρέπει να περιορίζεται στην ελάχιστη απαραίτητη ποσότητα για έναρξη αφρισμού. Ακολουθεί επώαση για 16-20 ώρες στους 370C.

ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ

Στο στάδιο αυτό στόχος είναι η επιλεκτική αύξηση του αριθμού των βακτηρίων του γένους Salmonella παρεμποδίζοντας ταυτόχρονα την αύξηση του αριθμού των υπολοίπων βακτηρίων που συνυπάρχουν στο ίδιο περιβάλλον. Χρησιμοποιούνται υγρά εκλεκτικά υλικά τα οποία εμβολιάζονται με ορισμένο όγκο από το διάλυμα προ-εμπλουτισμού. Τα πιο συνήθη υλικά που χρησιμοποιούνται είναι τα R-V (Rappaport-Vassiliadis) και το TT (tetrathionate broth).

To R-V περιέχει πράσινο του μαλαχίτη και χλωριούχο μαγνήσιο σε συγκεντρώσεις οι οποίες παρεμποδίζουν την αύξηση των μικροοργανισμών που κατοικούν στο έντερο, όχι όμως και των στελεχών Salmonella (με κάποιες εξαιρέσεις όπως τα S. typhi και S. paratyphi). Το θρεπτικό αυτό υπόστρωμα εμβολιάζεται από το υλικό προ-εμπλουτισμού σε αναλογία 1:100 (π.χ. 0,1 ml +10 ml R-V, ή 1 ml + 100 ml R-V). Η επώαση διαρκεί 24 ώρες στους 420C. 
Το θρεπτικό υλικό ΤΤ, περιέχει χολικά άλατα τα οποία παρεμποδίζουν τους μικροοργανισμούς οι οποίοι δεν αποτελούν φυσιολογική χλωρίδα του εντέρου. To tetrathionate παρεμποδίζει πολλά εντερικά βακτήρια (εκτός από αυτά που έχουν την ικανότητα να το ανάγουν όπως το Salmonella sp.). Η προσθήκη brilliant green παρεμποδίζει τα gram+ βακτήρια καθώς και κάποια είδη του γένους Proteus τα οποία είναι ανθεκτικά στα χολικά άλατα και μπορούν να ανάγουν το tetrathionate. To θρεπτικό υλικό ΤΤ εμβολιάζεται από το υλικό προ-εμπλουτισμού σε αναλογία 1:10 (π.χ. 1 ml+ 10ml TT ή 10 ml + 100 ml TT). Η επώαση διαρκεί 24 ώρες στους 430C στις περιπτώσεις που μελετώνται ανεπεξέργαστα κρέατα, τρόφιμα με μεγάλη μόλυνση και ζωοτροφές, ενώ σε όλες τις άλλες περιπτώσεις γίνεται στους 350C.

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ
Στο στάδιο αυτό γίνεται γραμμική διασπορά σε τρυβλία με εκλεκτικό διαφορικό υλικό για Salmonella από τα δύο θρεπτικά υλικά εμπλουτισμού. Ως θρεπτικά υποστρώματα χρησιμοποιούνται τα S.S. (Salmonella Shigella agar), X.L.D. (Xylose Lysine Desoxycholate agar) και B.S. (Bismuth Sulfite agar). Τα τρυβλία αυτά επωάζονται για 24 ώρες στους 350C, και στην συνέχεια  παραλαμβάνονται (εφ’ όσον υπάρχουν) δύο ή περισσότερες τυπικές αποικίες Salmonella. Στο X.L.D και το B.S. η επώαση μπορεί να διαρκέσει έως και 48 ώρες. Η μορφολογία των αποικιών Salmonella στα υποστρώματα αυτά έχει ως εξής:

ΤΥΠΙΚΕΣ ΑΠΟΙΚΙΕΣ SALMONELLA

· S.S. (Salmonella Shigella agar) : Αποικίες άχρωμες διαφανείς με ή χωρίς μαύρο χρώμα στο κέντρο.
Τρόπος δράσης: H παρουσία  brilliant green, κιτρικών και χολικών αλάτων δρα παρεμποδιστικά στα Gram+ και ορισμένα Gram – βακτήρια. Λόγω της ύπαρξης του δείκτη neutral red στο υπόστρωμα, μπορεί να γίνει κάποιος διαχωρισμός μεταξύ των βακτηρίων που επιβιώνουν, με βάση την ζύμωση της λακτόζης. Οι αρνητικές στην λακτόζη αποικίες (όπως αυτές του Salmonella spp.) είναι άχρωμες διαφανείς,  ενώ οι θετικές στην λακτόζη αποικίες (π.χ. κολίμορφα), λόγω της παραγωγής οξέος έχουν ρόζ-κόκκινο χρώμα και γύρω από την αποικία σχηματίζουν ένα κόκκινο ροζ ίζημα. Τέλος, οι μικροοργανισμοί οι οποίοι παράγουν Η2S (όπως τα περισσότερα είδη Salmonella) εμφανίζουν αποικίες με μαύρο κέντρο λόγω του σχηματισμού μαύρου ιζήματος FeS. 

· X.L.D. ( Xylose Lysine Deoxycholate agar): Αποικίες κόκκινου ροζ χρώματος (ίδιο χρώμα με το υπόστρωμα) με ή χωρίς μαύρο στο κέντρο. Κάποια είδη Salmonella μπορεί να εμφανίζουν αποικίες με εκτεταμένο το μαύρο χρώμα στο κέντρο ή να είναι τελείως μαύρες.
Τρόπος δράσης: Ο μεταβολισμός της ξυλόζης, λακτόζης και σουκρόζης σε οξέα προκαλεί αλλαγή του χρώματος του δείκτη ερυθρό της φαινόλης σε κίτρινο (π.χ. κολίμορφα). Η παραγωγή Η2S διαπιστώνεται όπως και στο προηγούμενο υπόστρωμα με το μαύρισμα των αποικιών. Τα βακτήρια που διαθέτουν το ένζυμο αποκαρβοξυλάση της λυσίνης (όπως πολλά στελέχη σαλμονέλλας) μετατρέπουν την λυσίνη σε κανταβερίνη και εμφανίζουν γύρω από τις αποικίες ροζ-βιολετί χρώμα λόγω της αύξησης του pH. Επειδή οι διάφορες αντιδράσεις μπορεί να γίνονται είτε ταυτόχρονα είτε διαδοχικά, ο δείκτης pH μπορεί να εμφανίζει διάφορες αποχρώσεις ή να αλλάξει το χρώμα του από κίτρινο σε κόκκινο μετά από παρατεταμένη επώαση. 
· B.S. (Bismuth Sulfite agar): Αποικίες με ή χωρίς μαύρο κέντρο και ανοιχτόχρωμη περιφέρεια. Μερικές φορές μπορεί να εμφανίσουν σκουρόχρωμο ίζημα με μεταλλική χροιά στο υπόστρωμα γύρω από την αποικία. 

Τρόπος δράσης: Το brilliant green και το βισμούθιο παρεμποδίζουν σε μεγάλο βαθμό την ανάπτυξη της υπόλοιπης μικροβιακής χλωρίδας. Οι αποικίες που είναι θετικές στην παραγωγή H2S εμφανίζουν μαύρο χρώμα όπως και στα προηγούμενα θρεπτικά υποστρώματα, ενώ η μεταλλική χροιά γύρω από την αποικία οφείλεται στην αναγωγή των ιόντων του βισμούθιου.  Η μεταλλική χροιά όταν το θρεπτικό υπόστρωμα είναι φρέσκο (όπου και τότε είναι ισχυρά παρεμποδιστικό και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για πολύ μολυσμένα δείγματα) μπορεί να καθυστερήσει να εμφανιστεί για πάνω από 48 ώρες. Όταν το θρεπτικό υπόστρωμα έχει αποθηκευτεί για 4 ημέρες στους 4οC η παρεμποδιστική του δράση είναι μειωμένη και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για λιγότερο μολυσμένα δείγματα. Στην περίπτωση αυτή η μεταλλική απόχρωση εμφανίζεται σε μικρότερο χρονικό διάστημα. 

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ
Η ταυτοποίηση των παραπάνω απομονώσεων αφορά την χρήση ενός σημαντικού αριθμού συμβατικών βιοχημικών και ορολογικών δοκιμών. Οι βιοχημικές δοκιμές μπορούν να αντικατασταθούν από εμπορικά σκευάσματα (όπως τα API 20E, Enterotube II, Enterobacteriaceae II κ.α.) τα οποία διαθέτουν έτοιμα τα υποστρώματα για τις δοκιμές καθώς και εκτενείς αναφορές για την ταυτοποίηση του μικροοργανισμού με βάση τα αποτελέσματα των αντιδράσεων.

