ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 1 (92), 92 — 102

DOI: 10.15193/zntj/2014/92/092-102

ANNA ZADERNOWSKA, WIOLETA CHAJECKA-WIERZCHOWSKA,
LUCYNA KEEBUKOWSKA

FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJA IN SITU JAKO
ALTERNATYWNA METODA OZNACZANIA OBECNOSCI
PALECZEK SALMONELLA SP. W MIESIE DROBIOWYM

Streszczenie

Salmonella sp. jest jedna z gléwnych przyczyn zatru¢ pokarmowych. Z uwagi na czasochtonnos¢
standardowej metody wykrywania tego patogenu w zywnosci istnieje potrzeba doskonalenia metod alter-
natywnych. W badaniach zastosowano fluorescencyjnag hybrydyzacjg in situ (FISH) z uzyciem sondy Sal3
do wykrywania obecno$ci Salmonella sp. w migsie drobiowym (zaszczepionym Salmonella sp. oraz in-
nymi paleczkami z rodziny Enterobacteriaceae) i pordwnano ja z immunodiagnostyczng metoda enzymo-
immunofluorescencyjna (VIDAS® SLMX) oraz metoda wg PN-ISO-6579. Metodami: FISH i VIDAS nie
otrzymano wynikow falszywie negatywnych. Metoda VIDAS uzyskano jednak kilka wynikow falszywie
pozytywnych. W metodzie FISH nie zaobserwowano hybrydyzacji ze szczepami innymi niz Salmonella
sp. Wyniki wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania FISH jako szybkiej metody wykrywania Salmonella sp.
w migsie drobiowym.

Stowa kluczowe: migso drobiowe, Salmonella sp., FISH, VIDAS, PN-ISO-6579

Wprowadzenie

Paleczki Salmonella sp., bedace gltowna przyczyna zatru¢ pokarmowych, sa
wskaznikiem bezpieczenstwa zywno$ci. Wymieniane sa w corocznych raportach
EFSA — European Food Safety Authority jako gtéwny enteropatogen odpowiedzialny
za epidemie zatru¢ pokarmowych. Gtéwne Zrodio tych bakterii stanowia: migso dro-
biowe, migso wieprzowe, jaja, produkty mleczarskie, a w mniejszym stopniu: owoce
1 warzywa [6, 21]. Sprostanie standardom z zakresu zapewnienia bezpieczenstwa zyw-
nosci oraz zarzadzania ryzykiem w tancuchu zywno$ciowym zmusza do opracowywa-
nia nowych, szybkich i pewnych metod identyfikacji zagrozen mikrobiologicznych.
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Standardowe metody hodowlane wykrywania Salmonella sp. w zywnosci uwaza si¢ za
dobrze opracowane, ale sa one wicloetapowe i wymagaja od 4 do 5 dni analizy w celu
uzyskania wstepnych pozytywnych lub negatywnych wynikow. Niezbedne jest takze
wykonanie szeregu potwierdzen biochemicznych, co znacznie wydluza czas analizy
iw konsekwencji wynik ostateczny otrzymuje si¢ po 7 dniach. Wszystko to moze
sprzyja¢ popehianiu bledéw w interpretacji wynikow [15]. Dtugi czas oznaczen jest
ponadto znacznym utrudnieniem w obrocie zywno$cia. Ro6wniez mozliwo$¢ zachowa-
nia aktywnos$ci metabolicznej drobnoustrojéw, mimo utraty zdolnosci do tworzenia
kolonii na podtozach statych w wyniku np. warunkéw stresowych — tzw. stan VBNC
(viable but nonculturable), przemawia za koniecznoscia doskonalenia metod diagno-
stycznych [5]. Problemem jest réwniez mozliwos¢ wystepowania w produktach komo-
rek subletalnie uszkodzonych podczas przeprowadzanych procesow technologicznych
[8]. Alternatywa dla analiz tradycyjnych sa techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH), polegajace na zastosowaniu sond stanowiacych krotkie sekwencje oligo-
nukleotydow, aczacych si¢ z kwasami nukleinowymi komorki [10]. Sondy sa znako-
wane markerami fluorescencyjnymi, tacza si¢ z materialem genetycznym bakterii
o sekwencji komplementarnej do sondy. Z uwagi na to, ze sondy zawieraja znaczniki
fluorescencyjne, polaczenie materialu zawartego w probce z komplementarna sonda
obserwuje si¢ w mikroskopie epifluorescencyjnym. Technika ta jest do$¢ powszechnie
wykorzystywana w medycynie i w badaniach srodowiskowych [13]. Jest roéwniez sto-
sowana w badaniach ztozonych uktadow populacji mikroorganizméw, jakimi sa bio-
filmy [2].

Niezbgdnym warunkiem zastosowania techniki FISH do skutecznego wykrywania
drobnoustrojow chorobotwoérczych w zywnosci jest dobranie optymalnych warunkow
przygotowania prob z uwagi na bardzo zr6znicowana matryce, tj. sktad chemiczny
zywnosci oraz mikroflorg¢ towarzyszaca, ktore moga prowadzi¢ do odczytéw obarczo-
nych duzym btedem. Jesli w zywnosci znajduja si¢ pateczki Salmonella sp., to najcze-
$ciej zywno$¢ ta jest znacznie zanieczyszczona innymi drobnoustrojami w tym patecz-
kami Gram-ujemnymi. Dlatego do stosunkowo szybkiej oceny jakosci
1 bezpieczenstwa zywnosci konieczny wydaje si¢ dobor nie tylko sond dla poszczegol-
nych gatunkéw drobnoustrojow, ale przede wszystkim zoptymalizowanie przygotowa-
nia prob zywnosci do badan w zaleznosci od matrycy [4].

Celem pracy byla ocena mozliwosci zastosowania techniki fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ (FISH) do wykrywania obecnos$ci pateczek Salmonella sp. w migsie
drobiowym oraz poréwnanie tej metody z technika immunoenzymatyczna (VIDAS®
SLMX) oraz standardowa metoda wg PN-ISO-6579:2003.
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Material i metody badan
Szczepy

Podczas badan stosowano monokultury i kultury mieszane szczepow: Salmonella
bongori ATCC® 43975, Salmonella enterica subsp. anatum ATCC® 9270, Salmo-
nella Typhimurium ATCC" 14028, Salmonella Enteritidis ATCC® 13076, Escherichia
coli ATCC® 11229, Escherichia coli ATCC® 14169, Escherichia coli ATCC" 23848,
Proteus mirabilis ATCC® 25933, Proteus vulgaris ATCC® 33420, Klebsiella pneumo-
niae NCTC® 9633, Citrobacter freundii NCTC® 9750, Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048, Enterobacter cloacae ATCC® 35030. Ponadto badaniom poddano 3
szczepy Salmonella sp. wyizolowane z migsa drobiowego i zidentyfikowane w Kate-
drze Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci, WNoZ, Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego. Szczepy uaktywniano na podtozu bulionowym (Merck)/37 °C/24 h.

Sondy

W badaniach zastosowano sondy oligonukleotydowe, syntetyzowane na zamo-
wienie w firmie Bionovo (tab. 1). Wszystkie sondy znakowane byly barwnikami fluo-
rescencyjnymi (Cy5, Cy3) na koncach 5’ odpowiednio: EUBs33 — Cy5, NONj3g — CyS5,
Sal3 — Cy3.

Tabela 1. Sondy oligonukleotydowe zastosowane w badaniach.
Table 1. Oligonucleotide probes used in research.

Sonda Specyficznos¢ Sekwencja nukleotydow (5'-3") Pozycja IRNA Literatura

Probe Specificity Nucleotide sequence (5'-3") rRNA position | Literature
EUB;35 Eubacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT 16S (338-355) [1]
NONj35 - ACT CCT ACG GGA GGC AGC - [20]
Sal3 Salmonella enterica | AAT CAC TTC ACC TAC GTG | 23S (1713-1730) [11]

Etapy badan

Badania prowadzono w dwoch etapach. W pierwszym material badawczy stano-
wily namnozone hodowle szczepow. Stosowano 24-godzinne hodowle w bulionie od-
zywczym (Merck) szczepoéw izolowanych z zywnosci 1 szczepow referencyjnych wy-
mienionych w punkcie 2.1. Kolejny etap obejmowat badania zainfekowanego migsa
drobiowego zakupionego w sklepie na terenie Olsztyna (wykluczono w nim wystgpo-
wanie pateczek Salmonella sp. zgodnie z PN-ISO-6579:2003 [12]). Procedura obej-
mowala jatlowe przygotowanie 25-gramowej nawazki migsa w worku do Stomachera
i zaszczepianie migsa bakteriami w liczbie 100 - 500 jtk/g (stosujac dziesigciokrotne
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rozcienczenia hodowli). Nast¢pnie dodawano 225 ml zbuforowanej wody peptonowe;j
(Merck), przednamnazanie prowadzono w temp. 41,5 °C/24 h. Po tym czasie wykony-
wano dalsze analizy zgodnie z PN-ISO-6579:2003 [12], immunoanalizatorem miniVi-
das oraz technika FISH.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Pobierano 1000 ul 24-godzinnej hodowli szczepow lub przednamnozonej proby,
wirowano — 12000 obr./10 min. Zlewano supernatant, osad dwukrotnie przemywano
1000 ul PBS (Sigma). Tak przygotowane komorki zawieszano w 4-procentowym para-
formaldehydzie (Sigma) i przetrzymywano w temp. 4 °C przez 4 h, a nast¢pnie prze-
mywano dwukrotnie w roztworze etanolu i PBS (1 : 1). Komorki zawieszano w 500 pl
mieszaniny etanol-PBS, nanoszono 10 pl tej mieszaniny na o$miodotkowe szkietka
teflonowe (Thermo Scientific) i suszono. Przeplukiwano je w barwiaczu typu Hellend-
hala przez 3 min, w roztworze o stezeniu 50, 80, i 96 % etanolu. Na wysuszone prepa-
raty nanoszono 10 ul buforu hybrydyzacyjnego (0,9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI,
ddH,0, 0,01 % SDS), zawierajacego 5 ng/ul sondy Sal3 oraz 5 ng/ul sondy EUB;3s.
Hybrydyzacje prowadzono w wilgotnych komorach, w piecu hybrydyzacyjnym przez
3h/45 °C. Po inkubacji szkietka przemywano w buforze ptuczacym (0,9 M NaCl,
20 mM Tris/HCI, ddH,0, 0,01 % SDS) — 45 °C/15 min. Nastgpnie nanoszono olejek
Vectashield HardSet Mounting Medium z 4',6-diamidyno-2-fenyloindolem — DAPI
(Vector) 1 przetrzymywano w temp. 4 °C/15 min. W badaniach zastosowano metode
FISH wg Vieira-Pinto 1 wsp. [16] w modyfikacji wtasnej. Preparaty analizowano przy
uzyciu mikroskopu epifluorescencyjnego OLYMPUS BX51, wyposazonego w 100-
watowy palnik rtgciowy, kolorowa kamer¢ cyfrowa XC10 do obserwacji w IR, chlo-
dzona uktadem Peltiera z elementem swiattoczutym CCD oraz odpowiednie zestawy
filtréw dla fluorochroméw: Cy3 (U-M41007 w zakresie 530 — 560 nm), Cy5
(U-M41008 w zakresie 590 - 650 nm), DAPI (U-MNU2 w zakresie 360 - 370 nm).
Analize obrazu prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania wersji CellSens Di-
mension plus Solution Multi Channel 5D. Zdjecia preparatéw wykonywano przy sta-
tym czasie nas§wietlania.

Analiza z uzyciem immunoanalizatora miniVIDAS

Salmonella Xpress (SLMX) jest testem immunoenzymatycznym polegajacym na
wykrywaniu w badanej probce specyficznych antygendow. Zasada testu polega na zdol-
nosci do tworzenia kompleksow migdzy przeciwcialami a antygenami obecnymi
w probee, ktore nastgpnie znakowane sa fosfataza alkaliczng. Aparat odczytuje wyniki
na podstawie intensywnosci fluorescencji (ELFA) powstatej w trakcie reakcji. Po-
szczegdlne etapy analizy wykonywano analogicznie jak w poprzednim opracowaniu

[3].
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Wiyniki i dyskusja

Oznaczanie Salmonella sp. w zywnosci polega na wykrywaniu obecnosci tych pa-
teczek w okreslonej ilosci produktu — z reguty w 25 g (25 ml) [7]. Nie przeprowadza
si¢ natomiast oznaczania liczby tych drobnoustrojow w zywnos$ci. Zarowno w meto-
dzie klasycznej (PN-ISO-6579:2003), jak i jej modyfikacjach, pierwszym etapem
oznaczenia jest etap nieselektywnego namnazania. Jest on niezmiernie wazny, ponie-
waz produkcja zywnosci wiaze si¢ z jej obrobka technologiczna np. ogrzewaniem, co
moze spowodowac §mieré wigkszosci komorek lub ich subletalne uszkodzenie [14].
Ponadto, zywno$¢ jest specyficznym srodowiskiem rozwoju dla mikroorganizmow ze
wzgledu na zrédznicowana zawartos¢ soli, konserwantow, pH itp. Pominigcie etapu
przednamnazania probki i posiew materiatu bezposrednio na podloze stale moze wpty-
na¢ na uzyskanie wynikow fatszywie negatywnych. Rowniez podczas badan technika
FISH wskazany jest ten etap z uwagi na prog wykrywalnosci metody tj. okoto 10°
jtk/g. Czulos¢ metody tradycyjnej, jak i techniki FISH jest znacznie wigksza, jesli sto-
sowany jest etap przednamnazania, co potwierdzaja badania [12].

W technice FISH niezwykle istotnym etapem jest dobor parametrow permeabili-
zacji komorek. Sondy sa duzymi czasteczkami, a zatem trudno przenikaja do wngtrza
komorki bakteryjnej. Penetracje sond moze dodatkowo utrudnia¢ etap utrwalania ko-
morek. Wazny jest zatem odpowiedni dobor procedury permeabilizacji, ktéra ma na
celu tatwiejsze wnikanie sondy do komorki poprzez zwigkszenie jej ,,porowatosci”.
W przeprowadzonych badaniach monokultur Salmonella sp. obserwowano catkowite
pokrycie sygnatu komoérek wizualizowanych z zastosowaniem sondy specyficznej zna-
kowanej fluorescencyjnie Cy3 i sondy uniwersalnej EUBj33 znakowanej Cy5 oraz
z DAPI. Interkalator DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), to fluorochrom wiazacy si¢
selektywnie z parami zasad adenina-tymina [9]. Jest to barwnik stosowany do ozna-
czania ogoélnej liczby drobnoustrojow. Obserwowane pokrycie wszystkich sygnatow
wskazuje na prawidlowo przeprowadzona permeabilizacj¢ komorek Salmonella sp.
I zwigzanie si¢ wszystkich obecnych w preparacie komorek z sonda Sal3. Natomiast
specyficznos$¢ sondy Sal3 potwierdzono w badaniach kultur mieszanych, gdzie obser-
wowano catkowite pokrycie si¢ sygnatow komorek zwigzanych z EUB;351 DAPI oraz
fluorescencje wybranych komorek (Salmonella sp.) znakowanych sonda Sal3 (fot. 1).
Niespecyficzne wiazania sond oligonukleotydowych zweryfikowano sonda NONjsg,
stanowiaca kontrole negatywna. Dodatkowo potwierdzono pokrywanie si¢ sygnatow
pochodzacych od fluorochroméw: Cy3 i Cy5 z fluorochromem DAPIL.
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Fot. 1.  Wykrywanie Salmonella sp. w hodowlach bulionowych z uzyciem sondy Sal3. Niebieska fluo-
rescencja (DAPI) — mieszanina pateczek Enterobacteriaceae; z6tta fluorescencja (Sal3-Cy3) —
Salmonella sp.; czerwona fluorescencja (EUB338-Cy5) — mieszanina paleczek Enterobacteria-
ceae; natozony obraz (Sal3-Cy3 oraz Eub338).

Phot. 1. Detection of Salmonella sp. in broth culture samples using Sal3 probe. Blue fluorescence
(DAPI) — mixed Enterobacteriaceae rods; yellow fluorescence (Sal3-Cy3) — Salmonella sp.; red
fluorescence (EUB338-CyS) - mixed Enterobacteriaceae rods; imposed image (Sal3-Cy3 and
Eub338).

Aplikacja techniki FISH do badan zywnosci jest mozliwa po odpowiednim przy-
gotowaniu proby [4]. W zwiazku z tym przed rozpoczeciem badan wiasciwych prowa-
dzono analizy wstepne majace na celu optymalizacj¢ kazdego z etapéw przygotowania
proby do analizy technika FISH (dane niepublikowane). Niezwykle istotnymi parame-
trami okazaty si¢: dobdr odpowiedniej membrany do saczenia proby po procesie ho-
mogenizacji (worki z perforowanym filtrem bocznym — Interscience), czas i predkosé
wirowania, etap oplukiwania komorek oraz czas i temperatura ich utrwalania. Takie
podejécie pozwolito na oddzielenie komorek od wystepujacych w migsie czasteczek
biatek, thuszczow itp. Efektem byto uzyskanie obrazu mikroskopowego bez elementdéw
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wykazujacych autofluorescencje, co ulatwilo obserwacje i interpretacj¢ obrazu mikro-
skopowego.

Tabela 2. Wyniki analiz otrzymane metodami FISH, VIDAS i ISO w hodowlach na bulionie.
Table 2. Results of FISH, VIDAS, and ISO analyses obtained in broth cultures.

Hodowle na bulionie
Broth cultures

Uktad szczepoéw Liczba prob / Quantity of samples
Composition of strains ogbtem pozytywnych negatywnych
total positive negative
FISH | ISO | VIDAS | FISH | ISO | VIDAS
Monokultury / Monocultures
- Salmonella sp. 7 7 7 7 0
-ENT 9 0 0
Kultury mieszane / Mixed cultures
- S+ENT 32 32 32 32 0 0 0
- ENT+ENT 36 0 0 0 36 36 36
Razem / Total 84 39 39 39 45 45 45

Objasnienia: / Explanatory notes:

ENT — pozostate pateczki z rodziny Enterobacteriaceae / other Enterobacteriaceae rods; StENT- Salmo-
nella sp. 1 dwie inne paleczki z rodziny Enterobacteriaceae / Salmonella sp. and two other rods from
Enterobacteriaceae family; ENT+ENT — pozostate pateczki z rodziny Enterobacteriaceae w uktadach po
dwie / other Enterobacteriaceae rods arranged in twos.

W pierwszym etapie badan, prowadzonym w hodowlach na bulionie, wyniki uzy-
skane trzema metodami (FISH, SLMX, ISO) catkowicie si¢ pokrywaty (tab. 2). Po-
twierdza to wysoka specyficzno$¢ metod alternatywnych. W badaniach kontaminowa-
nego migsa obserwowano pewne rozbieznosci w  wynikach uzyskanych
poszczegdlnymi metodami (tab. 3). Dotyczyly one probek migsa kontaminowanego
mieszaning pateczek Salmonella sp. 1 innych z rodziny Enterobacteriaceae. Zardbwno
technika FISH, jak i immunoenzymatyczna wykryto obecnos¢ pateczek Salmonella sp.
we wszystkich probach, do ktorych zostata dodana. Technika FISH nie uzyskano wy-
nikdw pozytywnych w probach kontaminowanych innymi niz Salmonella sp. patecz-
kami z rodziny Enterobacteriaceae, podczas gdy testy SLMX wykazaty 5 wynikow
fatszywie pozytywnych. Na mozliwo$¢ otrzymania wynikéw falszywie pozytywnych
przez immunoanalizator VIDAS wskazywano takze w innych badaniach [3, 18]. Moze
to by¢ spowodowane reakcjami krzyzowymi z innymi pateczkami z rodziny Enterobc-
teriaceae znajdujacymi si¢ w matrycy (migsie). Z uwagi na sktad oraz pH migso dro-
biowe z reguly jest wysoko obciazone rdéznorodnag mikroflora [19].
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Tabela 3. Wyniki analiz otrzymane metodami FISH, VIDAS i ISO w kontaminowanym migsie.
Table 3. Results of FISH, VIDAS, and ISO analyses obtained in inoculated meat.

Zaszczepione migso
Inoculated meat

Uktad szczepow Liczba prob / Quantity of samples
Composition of strains ogdtem pozytywnych negatywnych
total positive negative

FISH | ISO | VIDAS | FISH | ISO | VIDAS

Monokultury / Monocultures

- Salmonella sp.

-ENT 9 0 0
Kultury mieszane / Mixed cultures
- S+ENT 32 32 31 32 0 1* 0
- ENT+ENT 36 0 0 5 36 36 31
Razem / Total 84 39 38 44 45 46 40

Objasnienia jak pod tab. 2: / Explanatory notes as in Tab. 2.
*Wynik falszywie negatywny w mieszaninie Salmonella enteritidis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilit /
False negative result in Salmonella enteritidis, Proteus vulgaris, and Proteus mirabilit mixture

Sposrod 39 probek migsa kontaminowanych pateczkami Salmonella sp. zard6wno
technika FISH, jak i testem SLMX, wszystkie probki oznaczono jako pozytywne. Me-
toda standardowa otrzymano natomiast jeden wynik fatszywie negatywny. Jego przy-
czyna byta prawdopodobnie duza liczba mikroflory towarzyszacej, ktorej obfity wzrost
na plytkach z podtozami wybidrczymi utrudnial interpretacje wynikow. Na podtozu
XLD niektore pateczki z rodzaju Proteus sp. rosna w postaci kolonii charakterystycz-
nych dla Salmonella sp. Bledny wybér kolonii do dalszych potwierdzen moze by¢
przyczyna wynikow fatszywie negatywnych.

Zastosowanie sondy oligonukleotydowej w oznaczaniu pateczek Salmonella sp.
W migsie pozwolito na otrzymanie wiarygodnych wynikow. Porownujac FISH oraz
testy SLMX z metoda standardowa uwage zwraca czas analizy. Zarowno w technice
FISH, jak i w metodzie immunoenzymatycznej mozna wykluczy¢ wystepowanie pate-
czek Salmonella sp. w ciagu 20 - 26 h, podczas gdy metoda standardowa etap ten zaj-
muje okoto 70 h. Niewatpliwa zaleta obu metod alternatywnych jest brak wynikow
fatszywie negatywnych, jednak otrzymywanie wynikoéw falszywie pozytywnych meto-
da immunoenzymatyczna wydtuza czas i generuje koszty.

Vieira-Pinto i wsp. [17] badali probki naturalnie kontaminowanej wieprzowiny
technika FISH oraz metoda standardowa. Technika FISH wykryli pateczki Salmonella
sp. w 16 (34 %) na 47 badanych probek, podczas gdy metoda plytkowa zaledwie w 6
probkach — przy czym w jednej z prébek pozytywnych oznaczonych metoda standar-
dowa nie wykryto obecnosci tych pateczek, stosujac technike FISH. Znaczace rdznice
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w liczbie probek pozytywnych otrzymanych stosowanymi metodami autorzy thumacza
mozliwoscia wystgpowania komorek subletalnie uszkodzonych badz komoérek w stanie
VBNC, ktore byly ,,nichodowalne” na podlozach statych, ale zawieraty odpowiednia
ilo$¢ rRNA niezbednego do zwiazania z sonda. Jest to jednak domniemanie autorow,
ktore nie zostato potwierdzone empirycznie. Z uwagi na to, ze badaniom poddano mig-
so naturalnie kontaminowane, by¢ moze uzyskiwali oni wyniki falszywie pozytywne
na skutek niespecyficznego wiazania sondy, co nie zostalo przez cytowanych autorow
sprawdzone. W badaniach wilasnych stworzono warunki modelowe — migso zaszcze-
piano zywymi, aktywnymi i hodowlanymi komoérkami Salmonella sp. Zatem powodem
wigkszej liczby wynikéw pozytywnych otrzymanych metoda FISH w poréwnaniu
z metoda ISO moze by¢ raczej wigksza specyficzno$¢ metody, anizeli zdolnos¢ do
wykrywania komoérek w stadium VBNC.

Whioski

1. Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) z zastosowaniem sondy
Sal3 do wykrywania pateczek Salmonella sp. w migsie drobiowym, przy odpo-
wiednim przygotowaniu probki oraz doborze warunkéw hybrydyzacji, moze by¢
stosowana jako specyficzna metoda alternatywna.

2. Zastosowanie techniki FISH pozwala na skrocenie czasu oczekiwania na wyniki,
co ma szczegolne znaczenie podczas badan surowcow i produktéw o krotkim ter-
minie przydatnosci do spozycia.

3. Zardéwno analiza zywnosci technika FISH, jak i z zastosowaniem urzadzenia mi-
niVIDAS wymaga naktadéw finansowych na niezbgdny sprzgt. Po odpowiednim
wyposazeniu laboratorium, koszty pojedynczych analiz metoda standardowa (ISO-
6579), FISH 1 miniVIDAS sa poréwnywalne.

Praca badawcza finansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach
projektu nr N N 312 491340.
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FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION AS ALTERNATIVE SCREENING
METHOD FOR DETERMINING PRESENCE OF SALMONELLA SP.
IN CHICKEN MEAT

Summary

Salmonella sp. is one of the main causes of food poisoning. Since the standard method for detecting
that pathogen in food is time-consuming, it is necessary to perfect alternative methods. In the research
study, a fluorescent in situ hybridization method (FISH) was utilized with the use of a Sal3 probe to detect
Salmonella sp. in chicken meat (inoculated with Salmonella sp. and with other Enterobacteriaceae rods)
and compared with an Enzyme-Linked Fluorescent Immunoassay-Based Method (VIDAS® SLMX) and
with an ISO method. While using the FISH and VIDAS methods, no false negative results were obtained.
With the use of the VIDAS method, several false positive results were obtained. In the FISH method, no
hybridization was reported to any strains other than Sa/monella sp. The results obtained indicate that the
FISH method could, possibly, be utilized as a rapid screening method for detecting Sa/monella sp. in
chicken meat.

Key words: chicken meat, Salmonella sp., FISH, VIDAS, ISO-6579
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