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Occurrence of Salmonella spp. and Listeria spp. in snail meat

Summary

The objective of the research was to determine the occurrence of microorganisms from the Salmonella spp.
and Listeria spp. in raw and frozen (cooked) snail meat obtained from both, free-living population and farmed
edible snails. The research material comprised the meat samples (25g each) collected from three snail species,
i.e. Roman snail (Helix pomatia — HP), small brown garden snail (Cornu aspersum aspersum — CAA) and large
brown garden snail (Cornu aspersum maxima — CAM). Roman snails came from natural environment and were
harvested in the Wielkopolskia and Lower Silesia province area (region A and B, respectively). The Cornu genus
snails were obtained from two different heliciculture farms located in the above mentioned provinces (farm A
and B, respectively). In both farms, the snails were maintained under the mixed rearing system. The raw meat
specimens taken from the edible portion of snail, that is the foot with collar and a fragment of mantle, were
obtained after the snails were sacrificed in the laboratory. Whereas the frozen meat specimens came from the
snail meat processing facility. The presence of Salmonella was analysed in a total of 300 samples, while Listeria
in 240 ones. The studies also included pooled soil samples of 0.5 kg each collected from the polytunnels (the
pre-fattening stage) and outdoor farming park plots (fattening stage). The studies for the Salmonella presence
were performed in accordance to PN-EN ISO 6579:2003, whereas for Listeria in compliance with PN-EN ISO
11290-1:1999. Species identification of Listeria monocytogenes was made by the PCR technique. The Salmonella
presence was not confirmed in any of a total of 300 specimens of raw and cooked snail meat under study. These
pathogens were not isolated from the soil samples, too. The absence of these bacteria in the raw meat specimens
indicates that salmonella do not occur in both, the natural habitat of Roman snails or environment of two farms
producing Cornu genus snails. Bacteria of Listeria genus was detected in 101(42,1%) snail meat samples under
investigation. This particularly high microbiota load was reported in raw meat as these bacteria contaminated
from 60% (HP from region A and CAM from farm B) up to 75% (CAA from farm A) samples under investigation.
Notably, a markedly lower (35%) percentage of specimens with listerie was established only in the Roman snail
raw meat samples from the region B. The Listeria spp. presence was also stated in all the soil specimens. The
thermal treatment of meat achieved the substantial reduction in the Listeria spp. load, yet it did not eliminate
its presence. Frequency of listeria occurrence in the frozen meat specimens was from 1,6 (CAM from farm A)
up to 6,5-fold (CAA from farm B) lower compared to raw meat. The PCR technique was used for the species
identification of 15 selected strains, in that 11 from the raw meat specimens and 4 from the cooked meat. A total
of 5 isolates were recognized as Listeria monocytogenes (2,1% of total specimens examined and 4,95% specimens
with listeria burden). They came solely from the raw meat samples collected from the farmed snails, in that one
from farm A (from CAA) and four from farm B (3 from CAA and 1 from CAM). Bacteria from the Salmonella
and Listeria genera occur in the natural habitat of edible snails and this, pose a potential hazard to human health.
Efficient implementation of control programs at the primary production is the first step that could largely limit
the presence of these pathogens in farmed snails and consequently, in snail meat.
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Bezpieczenstwo, w tym réwniez bezpieczenstwo
mikrobiologiczne, jest podstawowym czynnikiem de-
cydujacym o przydatnosci spozywczej kazdego rodzaju
zywnos$ci. Wyznaczone zapisami aktualnie obowigzu-
jacego prawa zywnosciowego kryteria mikrobiologicz-

! Praca finansowana w ramach projektu badawczego N N308 574540.

nego bezpieczenstwa zywnosci nie dotycza surowych
jadalnych tkanek, zwanych dalej migsem, §limakow
ladowych. Odnoszg si¢ natomiast do poétproduktu, ja-
kim jest migso gotowane (brak salmonelli w 25 g) oraz
zywnosci gotowej do spozycia (RTE) wytworzonej
z udziatem takiego migsa (brak w 25 g lub nie wigcej
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niz 100 jtk/g Listeria monocytogenes) (12,20). W Polsce
nie byly podejmowane kompleksowe badania mikrobio-
logiczne pozyskiwanego w kraju migsa slimakow, stad
tez celowe wydaje si¢ rozpoznanie zagrozen mikrobio-
logicznych zwigzanych z jego konsumpcja.

Celem badan byto okreslenie wystepowania drobno-
ustrojow z rodzajow Salmonella oraz Listeria w migsie
wolno zyjacych i hodowlanych §limakow jadalnych.

Material i metody

Materiatem do badan byty probki migsa surowego i mrozo-
nego (kazda o masie 25 g) 3 gatunkéw slimakoéw: winniczka
(Helix pomatia — HP), slimaka szarego matego (Cornu asper-
sum aspersum — CAA) 1 szarego duzego (Cornu aspersum
maxima — CAM). Winniczki o §rednicy muszli wigkszej niz
3 cm, zyjace w warunkach naturalnych, pochodzity ze zbioréw
dokonywanych w okresie od 20 kwietnia do 31 maja na tere-
nie wojewodztw wielkopolskiego (region A) i dolnoslaskiego
(region B), zgodnie z zasadami okre$§lonymi rozporzadzenia-
mi ministra srodowiska (13, 14). Natomiast §limaki z rodzaju
Cornu pozyskano z 2 r6éznych hodowli zlokalizowanych na
terenie wojewodztwa wielkopolskiego (gospodarstwo A)
i dolnoslaskiego (gospodarstwo B). W obu gospodarstwach
prowadzono chéw w systemie mieszanym, w ktorym pasz¢
zielong stanowil rzepik i gorczyca, a dodatkowo $limaki
zywiono wyprodukowang w tych gospodarstwach zbilanso-
wang pasza, w ktorej gtownym zrodtem biatka byt makuch
rzepakowy. Przeznaczone do badan probki surowego migsa
pozyskiwano w laboratorium po usmierceniu §limakow przy
uzyciu chloroformu. Z ciat slimakow izolowano z zachowa-
niem warunkow jatowosci przeznaczong do badan czgsc ja-
dalna, ktdrg stanowita stopa wraz z kotnierzem i fragmentem
ptaszcza. Probke do badan stanowito mig¢so pozyskane z 8-10
osobnikow winniczka i §limaka szarego duzego oraz 12-15
osobnikéw $limaka szarego matego.

Przeznaczone do badaf probki migsa mrozonego izolowa-
no z probki laboratoryjnej o masie 500 g, ktorg pozyskiwano
w zakladzie przetwarzajacym migso $limakow. Kazda probke
kolekcjonowano z réznych czesci partii produkcyjnej na etapie
sortowania migsa oczyszczonego, poddanego wstepnemu goto-
waniu i schtodzonego, a nast¢gpnie zamrazano w temperaturze
—26°C. Do czasu badania probki laboratoryjne przechowywane
byly w temperaturze nie wyzszej niz —18°C.

Obecnos¢ drobnoustrojow z rodzaju Sal/monella oznaczono
tacznie w 300 probkach, natomiast z rodzaju Listeria w 240
probkach. Szczegdtowe dane nt. liczby przebadanych probek
przedstawiono w tab. 1.

Badaniu poddano rowniez pulowane probki ziemi, kazda
o masie 0,5 kg, pochodzace z tunelu foliowego (etap tuczu
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pozywki selektywnie rdznicujace: z ksylozg i lizyng (X.L.D.
LAB-AGAR™ — nr kat. PS45, Biocorp) oraz z zielenig bry-
lantowg 1 czerwienia fenolowa (B.G.A. LAB-AGAR™ — nr
kat. PS98, Biocorp). Profil biochemiczny izolowanych szcze-
poéw badano w oparciu o ich zdolnos$¢ (lub jej brak) do: fer-
mentacji glukozy, laktozy i sacharozy oraz wytwarzania H,S
(Triple Sugar Iron LAB-AGAR™ — nr kat. PS44, Biocorp),
wytwarzania B-galaktozydazy (ONPG Disc — nr kat. DD
0013, Oxoid), indolu (woda peptonowa z tryptofanem, nr kat.
P-0078 i odczynnik Kovacsa, nr kat. C-018, BTL Sp. z o0.0.,
Polska), ureazy (Urea LAB-AGAR™ Base — nr kat. PS211,
Biocorp), acetylometylokarbinolu (VP Test, nr kat. 10003329
Erba Lachema, Czechy) oraz dekarboksylacji lizyny (nr kat.
P-0129, BTL). Wykorzystywano rowniez bezodczynnikowy
zestaw identyfikacyjny do rozpoznawania bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae ENTEROtest 24N (nr kat. 10020290 Erba
Lachema) w systemie automatycznego odczytu wynikow
1 komputerowej identyfikacji analizowanych szczepow (czyt-
nik Multiskan® EX —nr kat. 1507300, Thermo Fisher Scientific
Oy; program identyfikacyjny TNW Pro Auto 6.5 PL — nr kat.
50002056, Erba Lachema).

Badanie w kierunku obecno$ci Listeria monocytogenes
przeprowadzono wg PN-EN ISO 11290-1:1999 (10). Wstepne
namnazanie przeprowadzono na bulionie pét-Frasera (nr kat.
PS100, Biocorp), a namnazanie wtasciwe na bulionie Frasera
(nr kat. PS101, Biocorp). Jako pozywek selektywnie roznicu-
jacych uzyto pozywki agarowej ALOA (Chromogenic Listeria
LAB-AGAR™ — nr kat. PS165, Biocorp) i Oxford (Oxford
LAB-AGAR™ —nr kat. PS104, Biocorp). Wyizolowane drob-
noustroje zaliczano do rodzaju Listeria na podstawie typowych
cech morfologicznych (Gram-dodatnie pateczki), zdolnosci
ruchu (podtoze do badania zdolnos$ci ruchu bakterii, nr kat.
P-0238, BTL) oraz dodatniego wyniku testu na katalazg (H,O,,
nr kat. 118851934, Chempur, Polska). Nastepnie okreslano
wlasciwosci hemolizujace wym. szczepoéw (Columbia LAB-
-AGAR™ Base, nr kat. PS06, Biocorp) oraz ich zdolno$¢ do
fermentacji ksylozy i ramnozy (Ksylose and Ramnose Broth,
nr kat. 3000 1 3001, Biocorp). Wyselekcjonowane w ten spo-
sob szczepy poddano identyfikacji gatunkowej technikg PCR.
W procedurze wykorzystano zestaw do izolacji DNA-Geno-
mic Mini AX Bacteria (nr kat. 060-60, A&A Biotechnology,
Gdynia Polska), zestaw do amplifikacji L. monocytogenes
PCR Kids (nr kat. K 069, Genekan Biotechnology AG, Duis-
burg, Niemcy) i zel agarozowy Agarose Serva (nr kat. 11404,
Serva Electrophoresis, GmbH, Heidelberg Niemcy). Rozdziat
elektroforetyczny przeprowadzono w aparacie do elektorfo-
rezy poziomej Mini-Sub Cell GT System, 15 well (Bio-Rad
Laboratories, Inc, Hercules, CA, USA) z wykorzystaniem
markera wielkosci DNA — DNA Marker 1 (nr kat. 3000-500,
A&A Biotechnology, Gdynia Polska).

wstepnego) i z poletek w parku (etap tuczu a1, Liczba probek miesa $limakéw przebadanych na obecnosé paleczek

wlasciwego).

z rodzajow Salmonella i Listeria

Procedurg oznaczania obecnosci pateczek

Salmonella oparto na schemacie postepowa- Saltoraliaisun: WS

nia zawartym w PN-EN ISO 6579:2003 (11). | gatunek | Region/Ferma A | Region/Ferma B Region/Ferma A | Region/Ferma B

Przednamnazanie przeprowadzano w zbufo- | $limaka Migso

]r;wanej wodzie peptonowej (nr kat. PS52, surowe | mrozone | surowe | mrozone | surowe | mrozone | surowe | mrozone
iocorp Polska Sp. z 0.0.), a selektywne

namnazanie na pozywce RVS (Rappaport | HP 30 20 30 20 20 20 20 20

Soy Broth, nr kat. PS65, Biocorp) i MKTTn | cAM 30 20 30 20 20 20 20 20

(Mueller-Kauffman with Novobiocyn and | ppp 30 20 30 20 20 20 20 20

Brillant Green Broth Base, nr kat. PS147,

Biocorp). Nastepnie wykorzystano agarowe | nazem 2l 2l




112

Wyniki i omdwienie

W zadnej z badanych probek surowego migsa
(n = 180) nie stwierdzono obecnosci pateczek rodzaju
Salmonella. Wskazuje to na brak salmonelli zardowno
w naturalnym $rodowisku bytowania winniczkéw, jak
rowniez w srodowisku obu hodowli slimakow z rodza-
ju Cornu. Potwierdzily to wyniki badan probek ziemi
pochodzacych z tunelu i poletek, w ktorych nie wykryto
salmonelli. Brak tych patogenéw w surowym migsie $li-
makdéw hodowlanych wynika z kontrolowanych warun-
koéw ich utrzymania oraz wdrozonych w gospodarstwach
zasad dobrych praktyk rolniczych (GAP). Natomiast
w przypadku miesa winniczkéw wskazuje na dobry
status sanitarny $srodowiska naturalnego w regionach,
z ktorych pozyskano §limaki.

Obecnosci salmonelli nie stwierdzono takze w prob-
kach migsa mrozonego (n = 120), co $wiadczy o sku-
tecznym wykluczeniu w procesie technologicznym
mozliwosci kontaktu gotowego produktu z pierwotnym
zrodlem zanieczyszczenia, za ktore czes¢ badaczy uznaje
jednak surowe mie¢so slimakow. Salmonelle uznawane sg
przez nich za sktadnik mikroflory naturalnie wystepuja-
cej w srodowisku zycia slimakow 1 przez to stanowia po-
tencjalny czynnik ryzyka dla zdrowia ludzi. Stwierdzili
oni salmonelle w 31,11% z 270 przebadanych probek
surowego migsa §limakéw hodowlanych, a wsrod 13
wyizolowanych serowarow dominowaty: S. Gatuni,
S. Montevideo, S. Newport i S. Bredeney (1). Bakterie
te izolowano rowniez z surowego miesa Slimakow
wolno zyjacych, pozyskanych w Nigerii, na Sardynii,
w Tunezji i Ghanie (4, 5, 8, 16), z migsa 1 przewodu
pokarmowego takich §limakéw pozyskanych w Grecji
(9) oraz z migsa slimakéw hodowlanych w Ghanie (8).
Uzyskany w badaniach wlasnych wynik jest zbiezny
z doniesieniami innych autorow (17), ktorzy kontrolu-
jac status higieny procesu produkcji mrozonego migsa
slimakow, nie wyizolowali salmonelli na zadnym etapie
przetwarzania. Roéwniez w badaniach migsa §limakow
hodowlanych pochodzacych z ferm w Grecji, Polsce,
Rumunii, na Sardynii i Filipinach (2-4, 6, 9, 19) oraz
wolno zyjacych pozyskanych w Rumunii i Polsce (3, 18)
nie stwierdzono obecnosci tych patogenow. Salmonelli
nie stwierdzono takze w zadnej z 60 probek gotowych
do spozycia slimakéw (RTE) oferowanych do sprzedazy
w barach 1 na ulicznych straganach w Hiszpanii (15).

Bakterie z rodzaju Listeria wystgpowaty w 42,1%
badanych probek migsa slimakow (tab. 2). Szczegolnie
wysoki stopien zanieczyszczenia tg mikrobiotg dotyczyt
migsa surowego. W zaleznos$ci od gatunku i regionu
(gospodarstwa) bakteriami tymi zanieczyszczonych
byto od 60% (HP z regionu A i CAM z gospodarstwa
B) do 75% (CAA z gospodarstwa A) badanych probek.
Jedynie w przypadku surowego migsa winniczkoOw z re-
gionu B odnotowano zdecydowanie nizszy, wynoszacy
35%, odsetek probek zawierajacych listerie. Obecnos¢
Listeria spp. stwierdzono rowniez w badanych probkach
ziemi pochodzacych zaréwno z tunelu foliowego (etap
tuczu wstepnego), jak iz parku (etap tuczu wlasciwego).
Wyniki te wskazuja, ze listerie sg stalym sktadnikiem
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Tab. 2. Liczba prébek mig¢sa §limakéw, w ktorych stwierdzono
Listeria spp.

Region/Ferma A | Region/Ferma B

Gatunek PR
slimaka Prébki migsa

surowego mrozonego surowego mrozonego
HP 12 (60%) 7(35%) 7 (35%) 3 (15%)
CAM 13 (65%) 8 (40%) 12 (60%) 4 (20%)
CAA 15 (75%) 5 (25%) 13 (65%) 2 (10%)

40 (66,7%) 20 (33,3%) 32 (53,3%) 9 (15%)
Razem

101 (42,1%)

mikroflory naturalnie wystepujacej w srodowisku ho-
dowlanym Slimakéw 1 przez to powinny by¢ zawsze
rozwazane jako potencjalny czynnik ryzyka dla zdrowia
ludzi. Wstepna obrobka termiczna migsa w znacznym
stopniu ograniczata, ale nie eliminowata ich obecnosci.
Czestotliwos¢ wystepowania listerii w probkach migsa
mrozonego byla od 1,6 (CAM z gospodarstwa A) do
6,5 (CAA z gospodarstwa B) razy nizsza w porownaniu
Z migsem surowym.

W oparciu o wyniki przeprowadzonych testow wyse-
lekcjonowano 15 szczepow (w tym 11 z probek migsa
surowego 14 z mig¢sa gotowanego) i poddano je identyfi-
kacji gatunkowej technikg PCR. Jako L. monocytogenes
rozpoznano 5 (2,1% ogdtu przebadanych probek i 4,95%
probek obcigzonych listeriami) izolatow. Pochodzity
one wylacznie z probek surowego migsa §limakéw ho-
dowlanych, w tym jeden z fermy A (od CAA) i cztery
z fermy B (3 od CAA i 1 od CAM) (ryc. 1).

Wedlug danych pi$miennictwa, L. monocytogenes
wykrywana jest najczes$ciej w poczatkowych fazach
produkcji migsa §limakow, poczawszy od etapu odbioru
zywych zwierzat, poprzez mycie, parowanie, az do etapu
usunigcia muszli (17). Dopiero kolejne etapy postgpo-
wania produkcyjnego czyli pierwsze i drugie gotowa-
nie, powoduja zniszczenie listerii zawartych w migsie.
Stqd tez stwierdzenie obecnosci tych drobnoustrojow
W surowym migsie jest jednoczesnie wskazaniem pier-
wotnego zrodta zameczyszczenla srodowiska zaktadu.
Inni autorzy (7) rowniez wskazujg, Ze istnieje ryzyko
ponownego zanieczyszczenia listeriami gotowego pro-
duktu. Wyizolowali oni L. monocytogenes z 2 (100%)
probek surowego migsa winniczkéw oraz z 16 (57%)
prébek migsa po obrébee termicznej. Podobne wyniki
uzyskano w Rumunii (3), gdzie L. monocytogenes
izolowano z powierzchni muszli oraz probek swiezego
1 mrozonego migsa slimakéw hodowlanych i wolno
zyjacych. Takze we Wtloszech stwierdzono obecnos¢
listerii w 8 (28,6%) badanych probkach surowego mig-
sa §limakéw z rodzaju Cornu i Helix (4). Inni autorzy
nie wykazali jednak L. monocytogenes w zadnej ze
160 probek migsa CAA i CAM pozyskanych w Polsce
1 Grecji. Jedynie w 2 probkach pochodzacych z CAA
potwierdzili obecno$¢ L. innocua (2).

Bakterie z rodzajow Salmonella 1 Listeria wystepuja
w srodowisku bytowania §limakéw jadalnych, a przez
to moga stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia
konsumenta. Skuteczne wdrozenie programo6w kontroli
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na etapie produkcji podstawowej winno by¢ pierw-
szym dzialaniem, ktére moze w znaczacym stopniu
— ograniczy¢ wystepowanie tych patogenoéw u slimakow
hodowlanych, jak i w pozyskiwanych z nich surowcach
jadalnych. Podjecie skutecznych srodkéw zwalczania
wym. patogenow na kolejnych etapach tancucha zyw-
nosciowego, takich jak odpowiednia obrobka termiczna
surowego migsa czy przestrzeganie rezimu sanitarnego
przy konfekcjonowaniu migsa po obrobce termicznej
zapewnia znaczng ich redukcje, a nawet eliminacje
z produktu finalnego, ktérym jest mrozone, gotowane
migso §limakow.
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