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Detection of Listeria monocytogenes and Salmonella sp. rods in fish and fish products
using the mini Vidas system

Summary

The aim of the study was to evaluate the level of microbial contamination with Listeria monocytogenes
and Salmonella sp. rods of fresh fish, smoked fish and sushi. Samples were purchased from retailers and
restaurants. Indications were performed using a standard method, i.e. a horizontal method for detection
and quantitative determination of Listeria monocytogenes according to PN-EN ISO 11290-1:1999 / A1: 2005
and Salmonella sp. according to the standard ISO-6579: 2003 and the mini Vidas immunoassay (bioMérieux)
method. Mini-VIDAS is a fully automated system that uses fluorescent ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) technology for detection of pathogen antigens in food. It can be a rapid screening method alternative
to time consuming classical ISO procedures based on isolation and identification. The mini-VIDAS-LMO
detected 4 positive samples. The classical method confirmed these results for two samples. The mini-VIDAS-
-SLM detected 2 positive samples but they were excluded according to the classical method as a confirmation
procedure. The study showed that the mini-Vidas can be used for such studies; however, it is necessary to
confirm the results of the standard method, because it can give false positive results.
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Spozycie ryb w Polsce ksztattuje si¢ na poziomie
okoto 11-12 kg ryb na mieszkanca, co nie odbiega zna-
czaco od konsumpcji w Niemczech, Austrii, Czechach
1 na Lotwie. W ostatnich latach nastapity znaczne
zmiany w asortymencie spozywanych ryb 1 produk-
tow rybnych. Obserwuje si¢ spadek spozycia §ledzia
1 makreli na korzys¢ tunczyka oraz ryb stodkowodnych,
m.in. pstraga. Szczegdlnie jednak wzrosta podaz to-
sosia (19). Polacy, cho¢ powoli, przekonuja si¢ row-
niez do owocoéw morza, o czym swiadczy ich duzy
asortyment w sklepach rybnych oraz pojawienie si¢
licznych orientalnych restauracji oferujacych sushi.

Mikroflora ryb i produktow rybnych zalezy od wie-
lu czynnikoéw: zanieczyszczenia bakteryjnego surow-
ca, przebiegu procesu technologicznego i warunkow
przechowywanla Do wtornych zanieczyszczeh docho-
dzi czgsto podczas sprawiania ryb, transportu, kontaktu
z materialem do pakowania (18). Ryby moga by¢ Zréd-
tem zr6znicowanej mikroflory saprofitycznej i choro-
botworczej. Do najczgsciej izolowanych patogenow
naleza Listeria monocytogenes i Salmonella sp. (15).
Po 14 dniach przechowywania w temperaturze 7°C
w migsie ryb liczebnos¢ komorek Listeria monocyto-

genes moze siggac rzedu 10%tk/g (20), podczas gdy
dawka zakazna u 0s6b z obnizona odpornoscia miesci
si¢ w granicach 10'-10° komorek (16). Liczebnos¢ ko-
morek L. monocytogenes w rybach 1 produktach ryb-
nych zalezy od wielu czynnikéw, m.in. st¢zenia NaCl,
temperatury, aktywnosci wody 1 dostepu powietrza.
Azotyny w stezeniach dopuszczonych przeplsaml nie
hamuja jej rozwoju (21). Jak wynika z danych pismien-
nictwa, wystgpowanie L. monocytogenes w produk-
tach wedzonych na zimno jest znacznie wigksze niz
wedzonych na goraco, z uwagi na fakt, ze komorki
bakteryjne nie sa niszczone podczas procesu techno-
logicznego. W produktach wedzonych Listeria mono-
cytogenes moze wystgpowac nie tylko jako pozosta-
tos¢ pierwotnej mikroflory, ale takze moze by¢ skut-
kiem wtornych zanieczyszczen, do ktorych dochodzi
chociazby podczas plasterkowania. Obserwowano
takze wyzszy odsetek zakazonych ryb, ktore byty pa-
kowane prézniowo w poréwnaniu z produktami nie
poddanyml temu zabiegowi (14). Bardzo czgsto juz
swieze ryby sa zanieczyszczone L. monocytogenes
1 pomimo mskleJ temperatury przechowywania oraz
pakowania prézniowego populacja komorek moze
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osiagac¢ wysoka liczebnosc¢ (22). Istotny wptyw na roz-
wOoj Listeria sp. w migsie ryb wywieraja takze inne
drobnoustroje, szczegdlnie z rodzaju Lactobacillus sp.
1 Carnobacterium sp., ktore, produkujac kwas mle-
kowy 1 bakteriocyny, moga hamowac rozwoj bakterii
chorobotworczych (17).

W ostatnich latach rosnaca konsumpcja produktow
rybnych mato przetworzonych, gotowych do spozycia
moze prowadzi¢ do wzrostu liczby ognisk salmonel-
lozy. Z racji tego, iz naturalnym miejscem wystepo-
wania Salmonella sp. jest przewod pokarmowy ludzi
i zwierzat (1), obecnos¢ tych pateczek zar6wno w $ro-
dowisku wodnym, jak i ladowym jest powszechna (23).
Lagodne warunki obrobki technologicznej ryb i owo-
cdw morza, przy jednoczesnym bogactwie sktadnikow
pokarmowych moga prowadzi¢ do szybkiego namna-
zania sig tych bakterii.

Standardowe metody wykrywania obecnosci pate-
czek Salmonella sp. 1 Listeria monocytogenes wedhug
PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 oraz PN-ISO-
-6579:2003 w produktach spozywczych wymagaja od
4 do 5 dni w celu uzyskania wstepnych pozytywnych
lub negatywnych wynikéw i moga trwac do 7 dni w za-
leznos$ci od potrzeby realizacji biochemicznych i sero-
logicznych potwierdzen (3). Jako alternatywe czaso-
chlonnych badan opracowuje si¢ nowe metody w celu
przyspieszenia wykrywania drobnoustrojéw chorobo-
tworczych w zywnosci. Migdzy innymi stosuje si¢
metody hybrydyzacji (4), reakcje lancuchowe polime-
razy (3, 4) 1 wiele metod opartych na reakcjach im-
munoenzymatycznych np. system mini VIDAS (bio-
Mérieux).

Celem podjetych badan bylo wykrycie obecnos$ci
Listeria monocytogenes i Salmonella sp. w rybach su-
rowych, wedzonych oraz sushi metoda immunoenzy-
matyczng z zastosowaniem aparatu mini Vidas oraz
metoda klasyczna w oparciu o obowiazujace normy
ISO.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono ogétem na 112 probkach ryb
oraz sushi. Probki do badan pochodzity ze sprzedazy deta-
licznej oraz restauracji. Przebadano 34 probki ryb wedzo-
nych na zimno, 38 probek ryb wedzonych na ciepto, 34
probki ryb surowych (ze wzgledu na mozliwo$¢ przyrza-
dzenia z nich sushi), 14 prébek sposrod ryb pakowanych
w zmodyfikowanej atmosferze oraz 26 probek sushi.
Wszystkie probki byly posiewane w dniu zakupu. Zastoso-
wano tradycyjna metode hodowlana, tj. horyzontalna me-
tode 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
metodg alternatywna z wykorzystaniem immunoanalizato-
ra mini Vidas (bioMérieux).

Testy Vidas stuza do wykrywania antygenéw na zasa-
dzie immunoenzymatycznej, w ktorych wynik oparty jest
0 odczyt fluorescencyjny (ELFA). Zarowno w przypadku
wykrywania Salmonella sp., jak 1 L. monocytogenes zasa-
da testu opiera si¢ na okresleniu specyficznych antygenow
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obecnych w badanej probce. Metoda oparta jest o wielo-
etapowa reakcje. W sktad zestawu wchodza tzw. paski te-
stowe, czyli zestaw studzienek ze szczelnie zamknigtymi
w nich odczynnikami oraz pipetki, ktéorych wewngtrzne
$cianki optaszczone sa przeciwciatami przeciwko okreslo-
nym antygenom. Do pierwszej studzienki wprowadza sig
0,5 ml badanej probki po etapie namnazania i pasek wkta-
da si¢ do immunoanalizatora. Zawiesina reakcyjna jest cy-
klicznie podciagana i opuszczana przez pipetki. Przeciw-
ciala Iacza si¢ z antygenami obecnymi w probce i znako-
wane sa fosfataza alkaliczna. Podczas ostatniego etapu pi-
petka podciaga substrat (fosforan-4-metyloubelliferylu).
Koniugat enzymu katalizuje hydrolize tego substratu do
produktu fluorescencyjnego. Intensywnos¢ fluorescencji
mierzona jest przy dlugosci fali 450 nm. Na jej podstawie
urzadzenie wylicza wynik testu i interpretuje go jako do-
datni lub ujemny. Zaré6wno w metodzie klasycznej, jak i przy
uzyciu aparatu mini Vidas pierwszym etapem oznaczenia
jest przednamnazanie probki w wodzie peptonowej —37°C
przez 18 + 2 h, (dla Salmonella sp.) oraz wstgpne namna-
zanie selektywne na podtozu Pol-Frasera i Frasera (dla
L. monocytogenes).

Procedura badawcza z uzyciem testow Vidas przebiega-
ta zgodnie z zaleceniami producenta. Do oznaczania L. mo-
nocytogenes zastosowano test LMO II. Po etapie wstgpne-
go namnazania 0,5 ml hodowli przenoszono do wchodza-
cego w sktad zestawu paska testowego, a nastgpnie ogrze-
wano do temperatury 100°C przez 15 minut i ochtodzono.
Pasek umieszczano w aparacie, a dalsze czynnosci byly juz
wykonywane automatycznie. Po 45 minutach otrzymano
wyniki.

Zgodnie z metodyka normy ISO PN-EN ISO 11290-1:
1999/A1:2005, po etapie namnazania wykonywano posie-
wy izolacyjne na podtoza Oxford (Merck) i ALOA (Merck)
i inkubowano w 37°C przez 48 + 3 h. Charakterystyczne
kolonie przesiewano na agar sojowy. Nastgpnie identyfi-
kowano szczepy. Zakres badan potwierdzajacych obejmo-
wal barwienie metoda Grama, test na katalaze, zdolno$¢
ruchu, fermentacje cukrow: ramnozy i ksylozy oraz test na
hemolizg na agarze krwawym.

Do oznaczania Salmonella sp. postuzyt test SLM. Po
inkubacji nawazek na wodzie peptonowej pobierano 0,1 cm?
iposiewano do 10 ml pozywki selektywnej Rapaporta-Vas-
siliadisa (Merck) z soja oraz do pozywki 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 wstepnie do 41°C. Inkubowano przez 6 godzin w tem-
peraturze 41°C. Nastgpnie 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 metodyke normy ISO PN-ISO-6579:2003,
po etapie przednamnazania wykonywano posiewy na pod-
toza selektywne: XLLD (Merck) i Hektoen (Merck) i inku-
bowano przez 48 + 3 h w temperaturze 37°C.

Wyniki i omowienie
Po przeprowadzeniu analizy 112 prébek ryb suro-

wych, wedzonych i dan z ryb surowych (sushi) obec-
nos¢ L. monocytogenes metoda klasyczna wykryto
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Tab. 1. Porownanie wynikow uzyskanych przy uzyciu dwoéch metod oznaczania obecnoSci L. monocytogenes i Salmonella sp.

w rybach i daniach z ryb

Liczba probek dodatnich
Badany produkt ;-:;;27( mini VIDAS metoda klasyczna
L. monocytogenes | Salmonellasp. | L. monocyfogenes | Salmonella sp.
Ryby wedzone na zimno, pakowane w atmosferze zmodyfikowanej 14 3 - 2 -
Ryby wedzone na zimno 38 - - - -
Ryby wedzone na ciepto 34 1 - - -
Ryby surowe 6 - 1 - -
Sushi 26 - 1 - -

w 2 probkach ryb wedzonych na zimno pakowanych
w atmosferze zmodyfikowanej. Przy uzyciu aparatu
mini Vidas pateczki te wykryto w 3 prébkach ryb we-
dzonych na zimno pakowanych w atmosferze zmody-
fikowanej oraz 1 probee z ryb wedzonych na cieplo.
Wyniki fatszywie dodatnie, otrzymane przy zastoso-
waniu aparatu mini Vidas, mogly by¢ spowodowane
wystepowaniem innych gatunkoéw bakterii rodzaju
Listeria, ktoérych obecnos$¢ potwierdzit wzrost na
podlozach ALOA i Oxford. Wynik fatszywie dodatni
potwierdza koniecznos¢ wykonywania posiewow po-
twierdzajacych po analizie mini Vidas.

Procedura walidacji AFNOR dla aparatu mini Vi-
das wskazuje, ze optymalny poziom wykrywalnosci
L. monocytogenes miesci si¢ w przedziale pomigdzy
4 x 10° a 10° kom./ml. W celu okre$lenia minimalne-
go poziomu wykrywalnosci przebadano 82 probki zyw-
nosci zanieczyszczonej L. monocytogenes. Przy zasto-
sowaniu mini Vidas wykryto obecnos¢ patogenu w 71
probkach, z czego metoda klasyczna otrzymano po-
twierdzenie dla 66 probek. Zadna z metod nie wykry-
ta tych pateczek w 5 zanieczyszczonych probkach.
Powyzsze wyniki wskazuja na brak metody skutecz-
nej w 100% 1 jednocze$nie koniecznos¢ ciagtego dos-
konalenia metod wykrywania patogendow.

W zadnej probce ryb surowych ani w sushi nie
stwierdzono obecnosci paleczek Listeria monocytoge-
nes. Dane literaturowe okreslaja czgstos¢ wystgpowa-
nia L. monocytogenes w granicach od 0,1% do 10%
(9, 11). Czgsto pojawiaja si¢ doniesienia o zanieczysz-
czeniach L. monocytogenes podczas procesu produk-
cyjnego np. wedzenia. Bywa, ze po przebadaniu $wie-
zych ryb nie stwierdzano obecnosci patogenu, ktory
wykrywany byl w tych samych rybach po proces1e
wedzenia (8, 10). Pojawienie sig tych zanieczyszczen
moze by¢ spowodowane zanieczyszczeniami po-
wierzchni w zaktadach przetworczych, z ktorymi sty-
kaja si¢ surowce. Punktem krytycznym jest tez proces
filetowania (18).

Z uwagi na bardziej drastyczne warunki technolo-
giczne podczas przygotowywania ryb wedzonych na
£0raco, najczesciej zanieczyszcezenie jest nizsze niz ryb
wedzonych na zimno. Potwierdzaja to wyniki badan
wiasnych — w 43 badanych probkach nie stwierdzono
obecnosci tych paleczek — oraz dane piSmiennictwa,

ktérych autorzy (1, 7) sa zgodni, Ze mniejsze zanie-
czyszczenie pateczkami L. monocytogenes odnotowuje
si¢ w rybach wedzonych na goraco. Przedstawione
wyniki badan §wiadcza, ze wedzenie na goraco, prze-
prowadzone w temperaturze 60°C przez 30 min. znacz-
nie obniza poziom zanieczyszczenia przetworow ryb-
nych przez L. monocytogenes.

Zakazenia ryb, ktorych zrodtem bytyby pateczki
Salmonella sp. sa stosunkowo rzadziej notowane ani-
zeli zakazenia wywotane przez L. monocytogenes.
Niniejsze badania wykazaty brak zanieczyszczen pa-
teczkami z rodzaju Salmonella sp. we wszystkich 112
przebadanych probkach. Analiza mini Vidas wskazy-
wala na obecno$¢ Salmonella sp. w prébce ryb suro-
wych i sushi (tab. 1). Fatszywie dodatnie wyniki mogty
by¢ spowodowane obecnoscia licznej mikroflory to-
warzyszacej z rodziny Enterobacteriaceae, co potwier-
dzano w innych badaniach wiasnych. Inni autorzy row-
niez wskazywali na niewielkie zanieczyszczenie pa-
teczkami Salmonella sp. ryb 1 produktéw rybnych (6,
7, 24). Tak niskiej czestotliwosci wystgpowania Sal-
monella sp. w rybach i produktach rybnych nie nalezy
jednak bagatelizowac, szczegdlnie przy zmieniajacym
si¢ rynku tych produktéw i systematycznym zwigk-
szaniu asortymentu ryb mato przetworzonych i produk-
tow zawierajacych surowe ryby i owoce morza (2, 18).

Podsumowanie

Monitorowanie zanieczyszczenia bakteriami pato-
gennymi ryb i produktéw rybnych jest konieczne, co
potwierdzily przeprowadzone badania. Aparat mini
Vidas moze by¢ wykorzystywany do tego typu badan,
jednak niezbedne jest potwierdzenie wynikdéw meto-
da standardowa, poniewaz moze on dawa¢ wyniki fat-
szywie dodatnie. Nie stwierdzono jednak sytuacji od-
wrotnej, kiedy otrzymano wynik dodatni metoda stan-
dardowa, a brak byto takiego wyniku przy badaniu
aparatem mini Vidas.
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