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Spo¿ycie ryb w Polsce kszta³tuje siê na poziomie
oko³o 11-12 kg ryb na mieszkañca, co nie odbiega zna-
cz¹co od konsumpcji w Niemczech, Austrii, Czechach
i na £otwie. W ostatnich latach nast¹pi³y znaczne
zmiany w asortymencie spo¿ywanych ryb i produk-
tów rybnych. Obserwuje siê spadek spo¿ycia �ledzia
i makreli na korzy�æ tuñczyka oraz ryb s³odkowodnych,
m.in. pstr¹ga. Szczególnie jednak wzros³a poda¿ ³o-
sosia (19). Polacy, choæ powoli, przekonuj¹ siê rów-
nie¿ do owoców morza, o czym �wiadczy ich du¿y
asortyment w sklepach rybnych oraz pojawienie siê
licznych orientalnych restauracji oferuj¹cych sushi.

Mikroflora ryb i produktów rybnych zale¿y od wie-
lu czynników: zanieczyszczenia bakteryjnego surow-
ca, przebiegu procesu technologicznego i warunków
przechowywania. Do wtórnych zanieczyszczeñ docho-
dzi czêsto podczas sprawiania ryb, transportu, kontaktu
z materia³em do pakowania (18). Ryby mog¹ byæ �ród-
³em zró¿nicowanej mikroflory saprofitycznej i choro-
botwórczej. Do najczê�ciej izolowanych patogenów
nale¿¹ Listeria monocytogenes i Salmonella sp. (15).
Po 14 dniach przechowywania w temperaturze 7°C
w miêsie ryb liczebno�æ komórek Listeria monocyto-

genes mo¿e siêgaæ rzêdu 108jtk/g (20), podczas gdy
dawka zaka�na u osób z obni¿on¹ odporno�ci¹ mie�ci
siê w granicach 101-105 komórek (16). Liczebno�æ ko-
mórek L. monocytogenes w rybach i produktach ryb-
nych zale¿y od wielu czynników, m.in. stê¿enia NaCl,
temperatury, aktywno�ci wody i dostêpu powietrza.
Azotyny w stê¿eniach dopuszczonych przepisami nie
hamuj¹ jej rozwoju (21). Jak wynika z danych pi�mien-
nictwa, wystêpowanie L. monocytogenes w produk-
tach wêdzonych na zimno jest znacznie wiêksze ni¿
wêdzonych na gor¹co, z uwagi na fakt, ¿e komórki
bakteryjne nie s¹ niszczone podczas procesu techno-
logicznego. W produktach wêdzonych Listeria mono-
cytogenes mo¿e wystêpowaæ nie tylko jako pozosta-
³o�æ pierwotnej mikroflory, ale tak¿e mo¿e byæ skut-
kiem wtórnych zanieczyszczeñ, do których dochodzi
chocia¿by podczas plasterkowania. Obserwowano
tak¿e wy¿szy odsetek zaka¿onych ryb, które by³y pa-
kowane pró¿niowo w porównaniu z produktami nie
poddanymi temu zabiegowi (14). Bardzo czêsto ju¿
�wie¿e ryby s¹ zanieczyszczone L. monocytogenes
i pomimo niskiej temperatury przechowywania oraz
pakowania pró¿niowego populacja komórek mo¿e
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osi¹gaæ wysok¹ liczebno�æ (22). Istotny wp³yw na roz-
wój Listeria sp. w miêsie ryb wywieraj¹ tak¿e inne
drobnoustroje, szczególnie z rodzaju Lactobacillus sp.
i Carnobacterium sp., które, produkuj¹c kwas mle-
kowy i bakteriocyny, mog¹ hamowaæ rozwój bakterii
chorobotwórczych (17).

W ostatnich latach rosn¹ca konsumpcja produktów
rybnych ma³o przetworzonych, gotowych do spo¿ycia
mo¿e prowadziæ do wzrostu liczby ognisk salmonel-
lozy. Z racji tego, i¿ naturalnym miejscem wystêpo-
wania Salmonella sp. jest przewód pokarmowy ludzi
i zwierz¹t (1), obecno�æ tych pa³eczek zarówno w �ro-
dowisku wodnym, jak i l¹dowym jest powszechna (23).
£agodne warunki obróbki technologicznej ryb i owo-
ców morza, przy jednoczesnym bogactwie sk³adników
pokarmowych mog¹ prowadziæ do szybkiego namna-
¿ania siê tych bakterii.

Standardowe metody wykrywania obecno�ci pa³e-
czek Salmonella sp. i Listeria monocytogenes wed³ug
PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 oraz PN-ISO-
-6579:2003 w produktach spo¿ywczych wymagaj¹ od
4 do 5 dni w celu uzyskania wstêpnych pozytywnych
lub negatywnych wyników i mog¹ trwaæ do 7 dni w za-
le¿no�ci od potrzeby realizacji biochemicznych i sero-
logicznych potwierdzeñ (3). Jako alternatywê czaso-
ch³onnych badañ opracowuje siê nowe metody w celu
przyspieszenia wykrywania drobnoustrojów chorobo-
twórczych w ¿ywno�ci. Miêdzy innymi stosuje siê
metody hybrydyzacji (4), reakcje ³añcuchowe polime-
razy (3, 4) i wiele metod opartych na reakcjach im-
munoenzymatycznych np. system mini VIDAS (bio-
Mérieux).

Celem podjêtych badañ by³o wykrycie obecno�ci
Listeria monocytogenes i Salmonella sp. w rybach su-
rowych, wêdzonych oraz sushi metod¹ immunoenzy-
matyczn¹ z zastosowaniem aparatu mini Vidas oraz
metod¹ klasyczn¹ w oparciu o obowi¹zuj¹ce normy
ISO.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono ogó³em na 112 próbkach ryb

oraz sushi. Próbki do badañ pochodzi³y ze sprzeda¿y deta-
licznej oraz restauracji. Przebadano 34 próbki ryb wêdzo-
nych na zimno, 38 próbek ryb wêdzonych na ciep³o, 34
próbki ryb surowych (ze wzglêdu na mo¿liwo�æ przyrz¹-
dzenia z nich sushi), 14 próbek spo�ród ryb pakowanych
w zmodyfikowanej atmosferze oraz 26 próbek sushi.
Wszystkie próbki by³y posiewane w dniu zakupu. Zastoso-
wano tradycyjn¹ metodê hodowlan¹, tj. horyzontaln¹ me-
todê wykrywania i ilo�ciowego oznaczania Listeria mono-
cytogenes wg normy PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005
oraz Salmonella sp. wg normy PN-ISO-6579:2003 oraz
metodê alternatywn¹ z wykorzystaniem immunoanalizato-
ra mini Vidas (bioMérieux).

Testy Vidas s³u¿¹ do wykrywania antygenów na zasa-
dzie immunoenzymatycznej, w których wynik oparty jest
o odczyt fluorescencyjny (ELFA). Zarówno w przypadku
wykrywania Salmonella sp., jak i L. monocytogenes zasa-
da testu opiera siê na okre�leniu specyficznych antygenów

obecnych w badanej próbce. Metoda oparta jest o wielo-
etapow¹ reakcjê. W sk³ad zestawu wchodz¹ tzw. paski te-
stowe, czyli zestaw studzienek ze szczelnie zamkniêtymi
w nich odczynnikami oraz pipetki, których wewnêtrzne
�cianki op³aszczone s¹ przeciwcia³ami przeciwko okre�lo-
nym antygenom. Do pierwszej studzienki wprowadza siê
0,5 ml badanej próbki po etapie namna¿ania i pasek wk³a-
da siê do immunoanalizatora. Zawiesina reakcyjna jest cy-
klicznie podci¹gana i opuszczana przez pipetki. Przeciw-
cia³a ³¹cz¹ siê z antygenami obecnymi w próbce i znako-
wane s¹ fosfataz¹ alkaliczn¹. Podczas ostatniego etapu pi-
petka podci¹ga substrat (fosforan-4-metyloubelliferylu).
Koniugat enzymu katalizuje hydrolizê tego substratu do
produktu fluorescencyjnego. Intensywno�æ fluorescencji
mierzona jest przy d³ugo�ci fali 450 nm. Na jej podstawie
urz¹dzenie wylicza wynik testu i interpretuje go jako do-
datni lub ujemny. Zarówno w metodzie klasycznej, jak i przy
u¿yciu aparatu mini Vidas pierwszym etapem oznaczenia
jest przednamna¿anie próbki w wodzie peptonowej �37°C
przez 18 ± 2 h, (dla Salmonella sp.) oraz wstêpne namna-
¿anie selektywne na pod³o¿u Pó³-Frasera i Frasera (dla
L. monocytogenes).

Procedura badawcza z u¿yciem testów Vidas przebiega-
³a zgodnie z zaleceniami producenta. Do oznaczania L. mo-
nocytogenes zastosowano test LMO II. Po etapie wstêpne-
go namna¿ania 0,5 ml hodowli przenoszono do wchodz¹-
cego w sk³ad zestawu paska testowego, a nastêpnie ogrze-
wano do temperatury 100°C przez 15 minut i och³odzono.
Pasek umieszczano w aparacie, a dalsze czynno�ci by³y ju¿
wykonywane automatycznie. Po 45 minutach otrzymano
wyniki.

Zgodnie z metodyk¹ normy ISO PN-EN ISO 11290-1:
1999/A1:2005, po etapie namna¿ania wykonywano posie-
wy izolacyjne na pod³o¿a Oxford (Merck) i ALOA (Merck)
i inkubowano w 37°C przez 48 ± 3 h. Charakterystyczne
kolonie przesiewano na agar sojowy. Nastêpnie identyfi-
kowano szczepy. Zakres badañ potwierdzaj¹cych obejmo-
wa³ barwienie metod¹ Grama, test na katalazê, zdolno�æ
ruchu, fermentacjê cukrów: ramnozy i ksylozy oraz test na
hemolizê na agarze krwawym.

Do oznaczania Salmonella sp. pos³u¿y³ test SLM. Po
inkubacji nawa¿ek na wodzie peptonowej pobierano 0,1 cm3

i posiewano do 10 ml po¿ywki selektywnej Rapaporta-Vas-
siliadisa (Merck) z soj¹ oraz do po¿ywki MKTTn (Merck).
Po inkubacji w temperaturze 37°C przez 48 godzin przeno-
szono 0,1 ml bulionu MKTTn do 10 ml bulionu M ogrza-
nego wstêpnie do 41°C. Inkubowano przez 6 godzin w tem-
peraturze 41°C. Nastêpnie 0,5 ml hodowli przeniesiono do
studzienki paska testowego i ogrzewano przez 15 minut
w bloku grzejnym Vidas Heat and Go. Wykonano test Vi-
das SLM.

W oparciu o metodykê normy ISO PN-ISO-6579:2003,
po etapie przednamna¿ania wykonywano posiewy na pod-
³o¿a selektywne: XLD (Merck) i Hektoen (Merck) i inku-
bowano przez 48 ± 3 h w temperaturze 37°C.

Wyniki i omówienie
Po przeprowadzeniu analizy 112 próbek ryb suro-

wych, wêdzonych i dañ z ryb surowych (sushi) obec-
no�æ L. monocytogenes metod¹ klasyczn¹ wykryto
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w 2 próbkach ryb wêdzonych na zimno pakowanych
w atmosferze zmodyfikowanej. Przy u¿yciu aparatu
mini Vidas pa³eczki te wykryto w 3 próbkach ryb wê-
dzonych na zimno pakowanych w atmosferze zmody-
fikowanej oraz 1 próbce z ryb wêdzonych na ciep³o.
Wyniki fa³szywie dodatnie, otrzymane przy zastoso-
waniu aparatu mini Vidas, mog³y byæ spowodowane
wystêpowaniem innych gatunków bakterii rodzaju
Listeria, których obecno�æ potwierdzi³ wzrost na
pod³o¿ach ALOA i Oxford. Wynik fa³szywie dodatni
potwierdza konieczno�æ wykonywania posiewów po-
twierdzaj¹cych po analizie mini Vidas.

Procedura walidacji AFNOR dla aparatu mini Vi-
das wskazuje, ¿e optymalny poziom wykrywalno�ci
L. monocytogenes mie�ci siê w przedziale pomiêdzy
4 × 105 a 106 kom./ml. W celu okre�lenia minimalne-
go poziomu wykrywalno�ci przebadano 82 próbki ¿yw-
no�ci zanieczyszczonej L. monocytogenes. Przy zasto-
sowaniu mini Vidas wykryto obecno�æ patogenu w 71
próbkach, z czego metod¹ klasyczn¹ otrzymano po-
twierdzenie dla 66 próbek. ¯adna z metod nie wykry-
³a tych pa³eczek w 5 zanieczyszczonych próbkach.
Powy¿sze wyniki wskazuj¹ na brak metody skutecz-
nej w 100% i jednocze�nie konieczno�æ ci¹g³ego dos-
konalenia metod wykrywania patogenów.

W ¿adnej próbce ryb surowych ani w sushi nie
stwierdzono obecno�ci pa³eczek Listeria monocytoge-
nes. Dane literaturowe okre�laj¹ czêsto�æ wystêpowa-
nia L. monocytogenes w granicach od 0,1% do 10%
(9, 11). Czêsto pojawiaj¹ siê doniesienia o zanieczysz-
czeniach L. monocytogenes podczas procesu produk-
cyjnego np. wêdzenia. Bywa, ¿e po przebadaniu �wie-
¿ych ryb nie stwierdzano obecno�ci patogenu, który
wykrywany by³ w tych samych rybach po procesie
wêdzenia (8, 10). Pojawienie siê tych zanieczyszczeñ
mo¿e byæ spowodowane zanieczyszczeniami po-
wierzchni w zak³adach przetwórczych, z którymi sty-
kaj¹ siê surowce. Punktem krytycznym jest te¿ proces
filetowania (18).

Z uwagi na bardziej drastyczne warunki technolo-
giczne podczas przygotowywania ryb wêdzonych na
gor¹co, najczê�ciej zanieczyszczenie jest ni¿sze ni¿ ryb
wêdzonych na zimno. Potwierdzaj¹ to wyniki badañ
w³asnych � w 43 badanych próbkach nie stwierdzono
obecno�ci tych pa³eczek � oraz dane pi�miennictwa,

których autorzy (1, 7) s¹ zgodni, ¿e mniejsze zanie-
czyszczenie pa³eczkami L. monocytogenes odnotowuje
siê w rybach wêdzonych na gor¹co. Przedstawione
wyniki badañ �wiadcz¹, ¿e wêdzenie na gor¹co, prze-
prowadzone w temperaturze 60°C przez 30 min. znacz-
nie obni¿a poziom zanieczyszczenia przetworów ryb-
nych przez L. monocytogenes.

Zaka¿enia ryb, których �ród³em by³yby pa³eczki
Salmonella sp. s¹ stosunkowo rzadziej notowane ani-
¿eli zaka¿enia wywo³ane przez L. monocytogenes.
Niniejsze badania wykaza³y brak zanieczyszczeñ pa-
³eczkami z rodzaju Salmonella sp. we wszystkich 112
przebadanych próbkach. Analiza mini Vidas wskazy-
wa³a na obecno�æ Salmonella sp. w próbce ryb suro-
wych i sushi (tab. 1). Fa³szywie dodatnie wyniki mog³y
byæ spowodowane obecno�ci¹ licznej mikroflory to-
warzysz¹cej z rodziny Enterobacteriaceae, co potwier-
dzano w innych badaniach w³asnych. Inni autorzy rów-
nie¿ wskazywali na niewielkie zanieczyszczenie pa-
³eczkami Salmonella sp. ryb i produktów rybnych (6,
7, 24). Tak niskiej czêstotliwo�ci wystêpowania Sal-
monella sp. w rybach i produktach rybnych nie nale¿y
jednak bagatelizowaæ, szczególnie przy zmieniaj¹cym
siê rynku tych produktów i systematycznym zwiêk-
szaniu asortymentu ryb ma³o przetworzonych i produk-
tów zawieraj¹cych surowe ryby i owoce morza (2, 18).

Podsumowanie
Monitorowanie zanieczyszczenia bakteriami pato-

gennymi ryb i produktów rybnych jest konieczne, co
potwierdzi³y przeprowadzone badania. Aparat mini
Vidas mo¿e byæ wykorzystywany do tego typu badañ,
jednak niezbêdne jest potwierdzenie wyników meto-
d¹ standardow¹, poniewa¿ mo¿e on dawaæ wyniki fa³-
szywie dodatnie. Nie stwierdzono jednak sytuacji od-
wrotnej, kiedy otrzymano wynik dodatni metod¹ stan-
dardow¹, a brak by³o takiego wyniku przy badaniu
aparatem mini Vidas.
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