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Methods for Anisakis simplex detection in fish and fishery products

Summary

Anisakis simplex is a zoonotic nematode which can cause human anisakiasis. Furthermore, A. simplex
allergens, even of dead larvae, can cause allergic reactions, including anaphylaxis. Due to the frequent
occurrence in fish muscles and pathogenicity, A. simplex is a serious danger for consumers of fish products.
Therefore, it is necessary to examine fish and fish products for the presence of these parasites before placing
them on the market. The purpose of this paper is the review of the methods for A. simplex detection in fish and
fishery products. These methods differ according to their effectiveness and type of the target analyte. They also
have different suitability for examination of matrices with different properties. Moreover, this paper presents

legislation associated with A. simplex detection.

Keywords: Anisakis simplex, Anisakidae, fish parasites

Anisakis simplex zwany tez robakiem $ledziowym
jest pasozytniczym nicieniem, nalezagcym do rzgdu
Ascaridida i rodziny Anisakidae. Jego zywicielem
ostatecznym sg liczne gatunki ssakow morskich, zy-
wicielem posrednim skorupiaki, a glowonogi i ryby
morskie zywicielem posrednim lub paratenicznym (5,
12). W wyniku zjedzenia z zywnoscig zywych larw trze-
ciego stadium (L3) 4. simplex u cztowieka moze dojs$¢
do rozwoju choroby zwanej anisakioza. W przebiegu
anisakiozy larwy L3 powoduja uszkodzenie narzadu,
w ktorym si¢ lokalizuja, najczesciej dotyczy to zotadka
lub jelit (6, 22). Ponadto biatka larw L3 Anisakis moga
powodowac takze reakcje alergiczne, a nawet wstrzas
anafilaktyczny. Nalezy podkresli¢, ze reakcje alergiczne
moga wystapi¢ réwniez w przypadku spozycia prze-
tworzonych produktow rybnych, w ktorych stwierdza
si¢ obecnos¢ alergendw Anisakis (2, 9). Do 2010 r. na
Swiecie zarejestrowano ponad 20 000 przypadkow ani-
sakiozy u ludzi (18). Rocznie notuje si¢ okoto 2000 no-
wych przypadkow (33). W Polsce opisano jedynie kilka
przypadkow reakcji alergicznych na alergeny A4. simplex
(36), jednakze diagnostyka w kierunku anisakiozy oraz
alergii na alergeny A. simplex u ludzi w Polsce jest
rzadko przeprowadzana, brak jest tez dostgpnych wy-

nikéw badan dotyczacych sytuacji epidemiologiczne;j
anisakiozy w kraju.

Na podstawie wynikow badan ryb i produktow
rybnych w Polsce dotyczacych wystgpowania larw L3
A. simplex mozna przypuszczac, ze ryzyko narazenia
cztowieka na larwy i alergeny 4. simplex jest znaczne.
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono wystgpo-
wanie larw L3 4. simplex w 83,3% wedzonych §ledzi
pochodzacych z lubelskich hipermarketow (23). W in-
nych badaniach wykryto zywe larwy L3 A. simplex,
w marynowanych 1 wedzonych $ledziach przeznaczo-
nych do spozycia i dopuszczonych do obrotu w Polsce
(43). Pasozyty te stwierdzono réwniez w 72,5% bada-
nych filetéw gorbuszy (Oncorhynchus gorbuscha) (4).
Badania przeprowadzone w Zakladzie Parazytologii
1 Choréb Inwazyjnych PIWet-PIB w 2015 r. (dane
niepublikowane) wskazuja na wystepowanie larw pa-
sozytow z rodziny Anisakidae u 68% $ledzi battyckich
(Clupea harengus membras) 1 28% dorszy battyckich
(Gadus morhua callarias). Dane te wskazujg na ist-
nienie realnego ryzyka wystapienia anisakiozy u ludzi
rowniez w Polsce. Co wigcej, ryzyko to potegowane
jest w ostatnim czasie rosngcg popularnoscig potraw
zawierajacych surowe migso ryb, jak: sushi, sashimi
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czy ceviche. Prognozowany jest takze dalszy wzrost
spozycia tych dan w Polsce (42).

Ze wzgledu na zagrozenia zwigzane z A. simplex
stosowane sg rézne metody wykrywania tych paso-
zytdow w rybach i produktach rybnych. Sg to metody
polegajace na wykrywaniu catych larw A. simplex, jak
metoda badania makroskopowego, kompresorowa,
wytrawiania oraz elucji. Wykorzystywane sg rowniez
metody umozlwiajace wykrycie DNA Anisakis za pomo-
cg technik biologii molekularnej np. reakcji tancucho-
wej polimerazy (PCR) lub bialek pasozyta za pomoca
testow immunoenzymatycznych. Metody te ro6znig si¢
czuloscia, doktadnos$cia, specyficznoscig oraz rodzajem
wykrywanego analitu. Maja one takze r6zng przydatnos¢
do badania matryc o r6znych wlasciwos$ciach, zwlaszcza
w przypadku produktéw poddanych licznym procesom
technologicznym.

Regulacje prawne zwigzane z badaniem ryb
i produktow rybnych w kierunku wystepowania
pasozytow

Mimo do$¢ czgstego wystepowania pasozytOw w ry-
bach 1 produktach rybnych regulacje prawne w tym
zakresie niecalkowicie chronig konsumenta przed
ewentualnym zagrozeniem, zwlaszcza przed obecnoscia
alergenow Anisakis. Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004
wskazuje, ze przedsigbiorca jest zobowigzany do ba-
dania wizualnego produktéw rybnych przed ich wpro-
wadzeniem do obrotu w celu wykrycia ,,widocznych”
pasozytow (34). Przedsigbiorca nie moze wprowadzad
do obrotu przeznaczonych do konsumpcji dla ludzi
produktow ,,jednoznacznie” zanieczyszczonych paso-
zytami. W rozporzadzeniu tym nie uwzgledniono ko-
niecznos$ci poszukiwania ,,niewidocznych” pasozytow
oraz ich alergenow wystepujacych we wnetrzu tkanek
ryb, przeznaczonych do spozycia przez ludzi. Istotne
jest, ze rozporzadzenie to mowi rowniez o koniecz-
nos$ci przeprowadzenia mrozenia produktéw rybnych
(w temperaturze nie wyzszej niz —20°C we wszystkich
punktach produktu, przez co najmniej 24 godziny): prze-
znaczonych do spozycia w stanie surowym lub prawie
surowym; solonych i/lub marynowanych (jezeli procesy
te nie pozwalajg na zabicie larw nicieni); produktow ze
sledzi, makreli, szprota, dzikiego tososia atlantyckiego
1 pacyficznego — poddane wedzeniu zimnemu, ktore
nie powoduje wzrostu temperatury we wnetrzu pro-
duktu powyzej 60°C. W przypadku produktow rybnych
wprowadzonych do obrotu wymagana jest informacja
producenta dotyczaca rodzaju obrobki, jakiemu poddane
zostaty produkty, z wyjatkiem produktow dostarczonych
konsumentowi ostatecznemu. Nalezy jednak podkreslic,
ze zgodnie z dostepnymi wynikami badan, pojedyncze
larwy A. simplex moga przezywac¢ w temperaturze —20°C
nawet do 60 godzin (1). Jest to czas znacznie dluzszy niz
wymagany przepisami okres mrozenia w temperaturze
—20°C. Rozporzadzenie nr 853/2004 dopuszcza takze
mozliwos$¢ odstapienia od mrozenia produktow rybnych
pochodzacych z ryb z obszarow potowowych, ktore
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wg dostepnych danych epidemiologicznych nie stano-
wig zagrozenia, wynikajacego z obecnosci pasozytow
oraz jesli zezwolg na to wlasciwe wtadze. Przyktadem
tego jest region Apulia we Wtoszech, ktory za zgoda
wiadz odstgpit od obowigzkowego mrozenia ryb (17).
Z drugiej strony, wg opinii Europejskiej Agencji ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) z 2010 r., zaden
obszar potowowy nie moze by¢ uznany za wolny od
wystepowania 4. simplex (18). Z kolei w rozporzadzeniu
(WE) nr 2074/2005 zdefiniowano termin ,,widocznego
pasozyta” jako pasozyta lub grupe pasozytoéw o wymia-
rach, kolorze oraz teksturze pozwalajacych na wyrazne
ich odroznienie od tkanek ryb (14). Rozporzadzenie to
naktada obowigzek przeprowadzenia jedynie badania
wizualnego ryb i produktow rybnych przed ich wpro-
wadzeniem do obrotu. Badanie wizualne jest okreslone
jako niedestrukcyjne badanie ryb z wykorzystaniem,
jesli jest to konieczne, przeswietlania. Rozporzadzeniu
nr 2074/2005 nie wskazuje innej metody badania pro-
duktow, wobec ktorych stosowanie wizualnej inspekcji
w celu poszukiwania pasozytow jest niemozliwe, np.
w przypadku produktéw poddanych homogenizacji.
W przepisach dotyczacych obowigzkowego badania ryb
1 produktéw rybnych nie uwzgledniono réwniez metod
badawczych o wyzszej czulosci 1 doktadnosci niz me-
toda makroskopowej obserwacji. Rozporzadzenie (WE)
nr 1020/2008 mowi o koniecznos$ci przeprowadzania
kontroli wzrokowej takze produktow sprzedawanych
w ramach handlu detalicznego (15). Rozporzadzenie
(WE) nr 1276/2011 z kolei zezwala na odstapienie od
mrozenia produktow rybnych otrzymanych z ryb hodo-
wanych w warunkach akwakultury pod warunkiem, ze
ryby wyhodowane zostaty z zarodkow, a ich pozywienie
nie zawiera zywych pasozytow oraz spelniajg jeden
z wymogow: byly hodowane wytacznie w srodowisku
pozbawionym zywych pasozytow; przedsigbiorstwo
za pomocg procedur zatwierdzonych przez wlasciwy
organ weryfikuje brak zagrozenia konsumenta produk-
tow rybnych ze wzgledu obecnos¢ zywych pasozytow
(16). Zgodnie z rozporzadzeniem, przedsigbiorca jest
zwolniony z obowigzku mrozenia produktow, ktore byty
przechowywane w zamrozeniu wystarczajgco dlugo,
aby mozliwe byto zabicie zywych pasozytow. Rowniez
z tego obowigzku zwolnione sg produkty, ktore zostaty
lub przed konsumpcja bedg poddane obrobcee cieplnej
za pomocg temperatury umozliwiajacej zabicie zywych
pasozytow. W przypadku pasozytéw innych niz przywry
produkt powinien by¢ poddany dziataniu temperaturze
minimum 60°C przez co najmniej 1 minutg (po jej
osiggnigciu w centralnym punkcie produktu). Ponadto
w rozporzadzeniu nr 1276/2011 rozszerzono zagrozenie
zwigzane z wystepowaniem Anisakis takze na gtowono-
gi. W rozporzadzeniu tym dopuszczono réwniez prze-
prowadzenie mrozenia ryb i produktow rybnych w tem-
peraturze co najmniej —35°C przez okres minimum 15
godzin. Zgodnie z rozporzadzeniem, przedsigbiorca
przed wprowadzeniem do obrotu produktu, ktéry nie
byt objety mrozeniem lub ktory nie jest przeznaczony
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przed konsumpcja do obrobki zabijajacej zywe pasozyty,
stanowigce zagrozenie dla zdrowia, musi mie¢ pewnosc,
ze produkty rybne pochodza z obszaréw potowowych
lub z akwakultury wolnych od pasozytow. Przepis ten
moze by¢ spetniony przez dokumentacj¢ handlowa lub
inng informacje¢ dotagczong do produktéw rybnych.

Badanie makroskopowe (wizualne)

Jak juz wspomniano, zgodnie z rozporzadzeniem
nr 2074/2005 ryby i produkty rybne przed ich wprowa-
dzeniem do obrotu podlegaja kontroli wzrokowej (14).
Kontroli wzrokowej podlegaja wypatroszone ryby —
$ciany jamy brzusznej oraz watroba i ikra przeznaczone
do spozycia przez cztowieka oraz filety i platy rybne.
Kontrola wzrokowa odbywa si¢ za pomoca optycznych
przyrzadow powigkszajacych lub bez nich. Badanie
przeprowadza si¢ w dobrych warunkach o$wietlenio-
wych. W razie potrzeby stosowane jest rOwniez prze-
swietlanie, zwlaszcza w przypadku ryb fladroksztattnych
lub filetow rybnych, ktére podczas obserwacji moga
by¢ przeswietlane w zaciemnionym pomieszczeniu,
w celu wykrycia pasozytow. Whasciwy personel przed-
siebiorstw lub statkow przetworni okresla skale oraz
czestotliwos$¢ badania makroskopowego w zaleznos$ci
od rodzaju produktu, jego pochodzenia geograficznego
1 przeznaczenia. Badanie przeprowadza si¢ na repre-
zentatywnej liczbie probek. W przypadku patroszenia
recznego nalezy przeprowadzi¢ kontrole wzrokowa
w sposoOb ciagly, przez osobg¢ patroszaca w czasie pa-
troszenia i mycia. W przypadku patroszenia mechanicz-
nego, badana jest reprezentatywna liczba probek, lecz
nie mniejsza niz 10 ryb na parti¢. Kontrola wzrokowa
filetow rybnych lub ptatow rybnych powinna by¢ prze-
prowadzona podczas wykrawania i po filetowaniu lub
cigciu na platy, przez wykwalifikowany personel. Jezeli
badanie indywidualne nie jest mozliwe z powodu wiel-
kosci filetéw lub czynnosci zwiazanych z filetowaniem,
nalezy sporzadzi¢ plan pobierania probek, ktory bedzie
dostepny dla wtasciwego urzedu kontrolujacego. Jezeli
przeswietlanie filetow jest konieczne, nalezy je uwzgled-
ni¢ w planie pobierania probek. Na podstawie badan
okreslono, ze wizualna inspekcja jest mato skuteczna do
oceny wystepowania A. simplex w tkance mig¢§niowej
ryb (28). Nie stwierdzono wyraznego zwigzku miedzy
liczba larw Anisakis wykrytych w jamie ciata a liczbg
larw w tkance migsniowej. Z powodu tych ograniczen
stosowanie badania makroskopowego jako podstawowej
metody wykrywania larw 4. simplex wiaze si¢ z duza
niepewnoscig uzyskiwanych wynikow.

Metoda kompresorowa

Do badania wystgpowania larw A. simplex w rybach
i produktach rybnych stosowane sg przewaznie metody
o lepszej czutosci 1 doktadnosci niz badanie makro-
skopowe, np. metoda kompresorowa z zastosowaniem
podswietlenia ($wiatlo biate lub UV). W przypadku
metody kompresorowej ryby najpierw poddaje si¢ fi-
letowaniu. Filety ze skora odskorza sie, a w przypadku
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ryb z ciemng otrzewng usuwa si¢ blong otrzewng. Probki
umieszcza si¢ w kompresorze, a nast¢pnie dociska tak,
aby odlegtos¢ pomiedzy dwoma ptytami kompresora
wynosila nie wigcej niz 5 mm. Zrdodto swiatta biatego
umieszczone pod kompresorem powinno zapewni¢ na-
tezenie o$wietlenia w granicach 50 lukséw. Przegladajac
preparat, poszukuje si¢ pasozytdow w probce. Warto
zaznaczyC, ze wickszos$¢ larw A. simplex znajduja-
cych si¢ w migs$niach ryb stwierdza si¢ w migsniach
w poblizu jamy ciata, jednakze w przypadku braku
szybkiego wytrzewienia i mrozenia ryb po ztowieniu
larwy Anisakis we¢druja w glab tkanki migsniowej (40).
Przeprowadzone badania wskazuja, ze metoda kompre-
sorowa z pod$wietleniem $wiatlem bialym nie zapewnia
wysokiej czuto$ci, zwlaszcza w przypadku badania ryb
o ciemne;j tkance mig¢$niowej oraz zbyt grubych filetow
(29). Znaczna czg$¢ larw A. simplex w badanej probce
pozostaje nie wykryta. Metoda kompresorowa lepiej
sprawdza si¢ w wykrywaniu larw L3 Phocanema deci-
piens (dtugos¢ ok. 45 mm), ktore sg wieksze niz 4. sim-
plex (dtugos¢ ok. 30 mm) i majg wyrazniejszy kolor
(P. decipiens — z06lty, czerwony lub brazowy, A. simplex
— jasny kremowy) (7). W przypadku ryb poddanych
mrozeniu lub produktow rybnych poddanych obrobce
termicznej (mrozenie lub wysoka temperatura) mozliwe
jest zastosowanie podswietlenia preparatu $wiattem UV
(366 nm). Uszkodzone w wyniku obrobki termicznej
larwy A. simplex wykazuja niebieska fluorescencje
w $wietle UV. W przypadku zastosowania swiatta UV
niektorzy autorzy wskazuja na wysoka skutecznos¢ tej
metody, nawet wyzszg niz metody wytrawiania (10, 21),
jednakze zastosowanie tej metody wymaga szczegolnej
ostroznosci 1 uzycia wtasciwych srodkdw ochrony oso6b
wykonujacych badanie w zwigzku ze szkodliwym dzia-
faniem promieni UV.

Metoda wytrawiania

Czesto stosowang w laboratoriach stuzb weteryna-
ryjnych metoda wykrywania larw 4. simplex w rybach
i produktach rybnych jest metoda wytrawiania tkanki
migsniowej ryb w sztucznym kwasie zolagdkowym.
Zostata ona opracowana na podstawie powszechnie
stosowanej metody badania migsa w kierunku wilo$ni
(Rozporzadzenie WE 2075/2005) (15). Zgodnie z meto-
dyka Laboratorium Referencyjnego UE ds. Pasozytow,
probke tkanki migsniowej ryby o masie 100 g poddaje
si¢ rozdrobnieniu w blenderze przez 1-2 sekundy.
Rozdrobniong probke umieszcza w zlewce z ptynem
trawigcym. W sklad ptynu trawigcego wchodza: woda
— 21, kwas solny 25% — 16 ml, pepsyna o mocy 2000
FIP - 10 g. Zlewka z ptynem i probka jest umieszczana
na mieszadle magnetycznym i mieszana, a temperatura
plynu trawigcego utrzymywana jest w zakresie 40-42°C.
Proces wytrawiania trwa okoto 15-20 minut, az do roz-
puszczenia tkanki migsniowej. Po rozpuszczeniu tkanki
mig$niowej plyn przelewa si¢ przez sito o srednicy oczek
180-1000 pm. Jezeli w badanej probce znajdowaty si¢
larwy, pozostaja one na sitku. W Zaktadzie Parazytologii
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PIWet-PIB stosowana jest modyfikacja tej metody, kto-
rej istotnym etapem jest rozdrobnienie tkanki migsnio-
wej ryb za pomoca rak, bez uzycia ostrych przedmiotow,
ze wzgledu na ryzyko fragmentacji larw pasozytow.
Ponadto istotne jest, aby podczas wytrawiania nie prze-
kracza¢ temperatury 50°C, gdyz do maksymalnie takiej
temperatury larwy 4. simplex sa odporne na wytrawianie
(41). Wigkszos¢ badan wskazuje na wysoka skutecznosé¢
metody wytrawiania do wykrywania Anisakis w rybach.
Na przyktad w przeprowadzonej walidacji metody
osiggnieto odzysk 86,6% larw L3 Anisakis sztucznie
dodanych do probek tkanki mig$niowej tososia hodow-
lanego (26). Odzysk larw Anisakis nie jest catkowity.
Cz¢$¢ z larw ulega fragmentacji. Prawdopodobnie
dhugie przechowywanie w warunkach mrozenia ryb,
w ktorych wystepuja larwy A. simplex, powoduje
wzrost odsetka larw ulegajacych fragmentacji podczas
wytrawiania. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
zastosowanie ptynnej pepsyny (o mocy 660 U Ph Eur/
ml), ktora poprawia efektywnos¢ trawienia tkanki
migsniowej ryby oraz nie powoduje uszkodzenia larw
(29). Ponadto zastosowanie pepsyny w ptynie zmniejsza
ryzyko wystepowania alergii u 0s6b wrazliwych na ten
odczynnik. Kolejng modyfikacja klasycznej metody
wytrawiania jest zastosowanie urzadzenia Trichineasy
(CTSV), zautomatyzowanego i szczelnie zamknigtego
podczas procesu wytrawiania. Glowna zaletg urzadzenia
jest ograniczenie kontaktu osob wykonujacych badanie
z draznigcymi odczynnikami (8).

Metoda elucji (metoda larwoskopowa)

Do wykrywania zywych larw 4. simplex stosowana
jest rowniez metoda elucji (25). W metodzie tej 200 g
tkanki mig$niowej ryby umieszczane jest na sicie w lej-
ku. Do szyjki lejka umocowany jest przewdd gumowy,
majacy zacisni¢te zakonczenie. Lejek nalezy wypehnic
ptynem fizjologicznym, przykry¢ folig aluminiowg i po-
zostawié na noc w temperaturze pokojowej. Zywe larwy
beda migrowaty przez tkanke, sito w dot przewodu. Po
16-18 godzinach nalezy spusci¢ 100 ml ptynu do zlewki.
W plynie nalezy poszukiwac larw 4. simplex. Metoda ta
bywa takze uzywana do poszukiwania réznych innych
pasozytéw bytujacych w tkankach ryb. Pasozyty te
czesto sg mniej odporne na dzialanie ptynu trawigce-
go 1 w metodzie wytrawiania ulegaja rozpuszczeniu.
Nalezy zaznaczy¢, ze metoda elucji jest mniej czula
w wykrywaniu larw Anisakis niz metoda wytrawiania,
ktéra umozliwia wykrywanie rowniez martwych larw.
Ponadto elucja nie zawsze skutecznie umozliwia izolacje
larw A. simplex umieszczonych gleboko w tkance.

Reakcja tanicuchowa polimerazy (PCR)

W laboratoriach badawczych do wykrywania obec-
nosci larw A. simplex w rybach 1 produktach rybnych
stosowane sg rowniez metody biologii molekularnej,
a przede wszystkim techniki PCR. Reakcja PCR umoz-
liwia amplifikacje DNA 4. simplex obecnego w probcee.
Przed przystagpieniem do wlasciwego badania testem

Med. Weter. 2018, 74 (4), 247-252

PCR bardzo wazne jest odpowiednie przygotowanie
probki. Warto podkresli¢, ze zywnos$¢ jest matryca
bardzo skomplikowana, zawierajaca liczne inhibitory
reakcji PCR, jak: tluszcze, polisacharydy, jony metali
czy enzymy (37). Ponadto, procesy technologiczne,
jakim poddawane sg produkty (m.in. dziatanie wyso-
kiej temperatury, ci$nienia, enzymow, zmiany pH),
powoduja degradacje DNA patogenu, co zmniejsza
efektywnos$¢ testu PCR (11), dlatego tez istotna jest
efektywna izolacja DNA Anisakis, pozwalajaca na
uwolnienie DNA z fragmentow tkanek larw nicieni wy-
stepujacych w matrycy oraz oczyszczenie izolowanego
DNA. Nalezy zaznaczy¢, ze bezposrednio w reakcji
PCR badana jest bardzo niewielka obj¢tos¢ probki (ok.
1-5 ul), dlatego niezwykle wazna jest koncentracja
DNA. W celu izolacji, oczyszczenia i koncentracji
DNA stosowane s3g najczg¢sciej komercyjne zestawy
do izolacji przeznaczone do zywnosci czy tkanek. Do
izolacji DNA Anisakis powszechnie stosowana jest
tez mieszanina fenol-chloroform-alkohol izoamylowy,
jednak niektore badania wskazuja, ze mieszanina ta nie
usuwa skutecznie inhibitoréw reakcji PCR (32, 37).
Ponadto, ze wzgledu na kutikule odporng na r6zne czyn-
niki chemiczne oraz fizyczne wskazana jest doktadna
1 silna mechaniczna dezintegracja larw Anisakis, np. za
pomocg homogenizatora typu ,,bead beater” (38). W celu
amplifikacji wyizolowanego materialu genetycznego
A. simplex stosowane sg przede wszystkim startery
amplifikujace wewnetrzne sekwencje transkrybowane
(ITS) oraz sekwencje podjednostek oksydazy cytochro-
mowej (COX) (19, 24, 30, 31). Do badania zywnosci
w kierunku wystepowania DNA A. simplex szczeg6lna
przydatnos¢, ze wzgledu na wyzsza czulo$¢ niz kla-
syczny PCR oraz brak konieczno$ci przeprowadzania
rozdziahu elektroforetycznego produktu PCR, wykazuje
ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (real time
PCR). Istotng zaleta metody real time PCR jest takze
mozliwo$¢ obserwowania przyrostu produktu reakcji
w czasie jej trwania. Na rynku dostgpny jest komercyjny
test real time PCR umozliwiajacy wykrywanie DNA
pasozytow z rodzaju Anisakis oraz Pseudoterranova
w zywnos$ci — Anisakids-PCR Real Time kit (4LAB
Diagnostics). Wedlug producenta tego testu, granica
wykrywalnosci metody wynosi 0,001% DNA Anisakis
spp. | Pseudoterranova spp. w DNA ryby. Gtownym
atutem metod PCR jest mozliwos$¢ ich stosowania do
badania produktow przetworzonych, w ktorych larwy
A. simplex ulegly uszkodzeniu i niemozliwe jest ich
zidentyfikowanie na podstawie budowy morfologiczne;.

Metody immunoenzymatyczne

Testy immunoenzymatyczne stosowane sg do wykry-
wania biatek A. simplex. Podobnie jak w przypadku wie-
lu innych alergenow wystepujacych w zywnosci, metoda
najczegsciej stosowang do wykrywania biatek A. simplex
jest ELISA. ELISA jest testem prostym w wykonaniu
1 stosunkowo szybkim. Przed przeprowadzeniem testu
ELISA konieczna jest izolacja biatek A. simplex z pro-
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duktu. Proces ten rozpoczyna si¢ od doktadnej homo-
genizacji produktu, np. za pomocg wysokoobrotowego
homogenizatora laboratoryjnego. Ze wzgledu na wspo-
mniang opornos¢ kutikuli Anisakis na dezintegracje,
efektywnos¢ homogenizacji wzmacnia uzycie sonikacji.
Po homogenizacji probki odbywa si¢ ekstrakcja alerge-
noéw A. simplex, ktora jest przeprowadzana w buforach,
gtownie fosforanowym (PBS) lub Tris-HCL (TBS),
o pH okoto 7 (35, 44-46). Po procesie ekstrakcji probka
badana jest testem ELISA. Skuteczno$¢ testu ELISA
zalezy przede wszystkim od jako$ci stosowanych prze-
ciwciat anty-Anisakis. W testach ELISA do wykrywania
alergendow Anisakis w zZywnoS$ci stosowane sg przede
wszystkim przeciwciata klasy IgG. Stosowanie przeciw-
cial przeciwko antygenowi pelnemu Anisakis zapewnia
wyzszg czuto$¢ testow niz w przypadku uzywania prze-
ciwciat przeciwko konkretnym alergenom 4. simplex,
jednakze w przypadku przeciwciat przeciwko antyge-
nowi pelnemu istnieje ryzyko reakcji niespecyficznych
np. z biatkami innych nicieni. Natomiast stosowanie
przeciwciat przeciwko konkretnym alergenom Anisakis,
zwlaszcza wydzielniczo-wydalniczym, moze zwigkszac¢
specyficznos¢ badania. W testach stosowane moga by¢
zardwno przeciwciata poliklonalne przeciwko antyge-
nowi pelnemu, jak i poszczegdlnym alergenom oraz
przeciwciata monoklonalne. Uzycie przeciwciat poliklo-
nalnych wigze si¢ na 0got z wyzsza czutoscig i mniejsza
specyficznoscig reakcji niz w przypadku stosowania
przeciwcial monoklonalnych. Granica wykrywalnosci
istniejacych testow miesci si¢ w zakresie od kilku do
kilkudziesigciu larw Anisakis w 100 g tkanki rybne;.
Podobnie jak w przypadku testow PCR, zaleta metod
immunoenzymatycznych jest mozliwo$¢ wykrywania
obecnosci Anisakis w produktach silnie przetworzonych,
w ktorych larwy ulegly uszkodzeniu. Nalezy zauwa-
zy¢, ze metody immunoenzymatyczne sg szczegdlnie
przydatne w przypadku badania produktéw zanieczysz-
czonych jedynie alergenami A. simplex. Niestety, brak
jest komercyjnych testow immunoenzymatycznych
umozliwiajacych wykrywanie antygenow A. simplex
w rybach i produktach rybnych. Wymaga to od labo-
ratoridw wdrazania wlasnych metod badawczych, na
przyktad Zaktad Parazytologii PIWet-PIB wprowadzit
do stosowania wilasny test ELISA do wykrywania biatek
A. simplex, o granicy wykrywalno$ci wynoszacej 1 larwe
w 200 g produktu rybnego.

Inne metody

Do wykrywania obecnosci 4. simplex w produktach
rybnych opracowano takze inne metody. Jak dotad
nie znalazty one jeszcze szerokiego zastosowania.
Wisrdd tych metod na uwage zastuguje chromatografia
cieczowa ze spektrometrig mas (LC-MS/MS). Jest to
technika umozlwiajacg identyfikacje, ustalenie struktury
czasteczek, oznaczenie iloSciowe oraz mas¢ zwigzkow
chemicznych. LC-MS/MS zostata wykorzystana do
potilosciowego 1 ilosciowego wykrywania obecnosci
dwoch biatek 4. simplex: hemoglobiny (anisakid hemo-
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globin) oraz SXP/RAL-2 (20). Granica wykrywalnos$ci
tej metody miesci si¢ w zakresie 0,1-10 pg/ml. Mimo
wysokiej czutosci, ze wzgledu na wysokie koszty oraz
duze wymagania sprz¢towe technika ta jest zalecana
przez autoro6w jako metoda potwierdzajaca obecnosc
biatek Anisakis w probce.

Z kolei ciekawym rozwigzaniem do wykrywania ni-
cieni w filetach rybnych, w warunkach przemystowych
jest zastosowanie techniki obrazowania wielospektral-
nego (39). Opracowana technika opiera si¢ na zasto-
sowaniu potagczenia spektroskopii §wiatta widzialnego
oraz bliskiej podczerwieni. Metoda ta pozwolita na
przeprowadzenie badania w tempie jednego fileta dor-
sza na sekunde. Jej wadg jest jednak znaczny odsetek
wynikow fatszywie dodatnich, nawet do 60%.

Do wykrywania larw L3 Anisakis spp. oraz Pseudo-
terranova spp. w jamie ciala i mig$niach sledzi zasto-
sowano rowniez badanie rezonansem magnetycznym
(3). Dzigki zastosowaniu rezonansu magnetycznego
mozliwe byto nawet zaobserwowanie ruchu larw. Waz-
ng zaletg tej techniki jest niedestrukcyjne badanie ryb.
Metoda ta nie zostala jeszcze zastosowana do badania
ryb w warunkach przemystowych.

Zgodnie z obowigzujacymi regulacjami, ryby i pro-
dukty rybne przed wprowadzeniem na rynek musza pod-
lega¢ badaniu w kierunku obecnosci pasozytow. Tylko
produkty, w ktérych nie wykryto pasozytow, moga by¢
wprowadzone do obrotu. Jedyng okreslong w przepisach
metoda wykrywania pasozytow, w tym larw A. simplex,
jest badanie makroskopowe, bedace metoda niedestruk-
cyjna, lecz jednoczesnie mato efektywna. Z powodu
rosngcej swiadomos$ci na temat zagrozen zwigzanych
zwystepowaniem A. simplex w produktach rybnych na-
stapit rozwoj metod bardziej czutych i doktadniejszych
niz badanie wzrokowe. Wsrdod tych metod najczesciej
stosowana jest metoda kompresorowa oraz wytrawia-
nia, ktore s technikami destrukcyjnymi, stosowanymi
przede wszystkim do badania filetoéw rybnych. Metoda
wytrawiania jest bardziej efektywna w wykrywaniu larw
Anisakis niz kompresorowa z wykorzystaniem pod-
swietlenia $wiattem bialym. Znaczng poprawe czutosci
metody kompresorowej uzyskano poprzez zastosowanie
podswietlenia $wiattem UV, jednakze zastosowanie pod-
swietlenia UV mozliwe jest jedynie wobec produktow
poddanych obrobce termicznej. W przypadku produktow
wysoce przetworzonych (np. konserwy rybne, pasztety
rybne i in.) zastosowanie maja metody umozliwiajace
wykrywanie DNA — jak PCR — oraz biatek — najczesciej
za pomocg testu ELISA. Metody te maja generalnie
dobra czutos¢ 1 niskg granice wykrywalnosci, lecz wy-
magajg specjalistycznego wyposazenia laboratorium
oraz generuja wyzsze koszty badan. Ponadto caly czas
prowadzone sg badania nad metodami nieniszczacymi,
umozliwiajagcymi wykonywanie badan w warunkach
przemystowych, np. z zastosowaniem spektroskopii
lub rezonansu magnetycznego. Metody te wymagaja
dalszego dopracowania, aby mogly by¢ wykorzystane
na szeroka skale.
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