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1. Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Listeria wystepuja w przyrodzie powszechnie, a na cztowieka przenoszg si¢
za posrednictwem gleby, wody, $ciekéw, odchodow zwierzat czy zanieczyszczonych roslin [2]. Sposrod
kilkunastu szczepoéw najwigksze zagrozenie dla cztowieka stanowia pateczki L. monocytogenes. Wg
raportu RASFF (Krajowy System Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnosci) z 2017 roku,
gatunek ten byt drugim pod wzglgedem czgstotliwosci wystepowania patogenem obecnym w zywnosci
przetworzonej [16]. Obecno$¢ bakterii stwierdza si¢ m.in. w mleku i produktach mlecznych, migsie
i produktach migsnych oraz warzywnych. Ich spozycie wigze si¢ z ryzykiem wystapienia listeriozy,
zapalenia Zotadka i jelit, zapalenia opon mézgowych, posocznicy, ronienia, posocznicy noworodkow
oraz wewnatrzmacicznymi infekcjami u ci¢zarnych kobiet [1]. Listerioza zostata uznana za najbardziej
$miertelng chorobg odzywnosciowa wywotywang przez patogeny jelitowe ($miertelnos¢ 30%) [18].

Pateczki z rodzaju Listeria do srodowiska dostaja si¢ za posrednictwem organizméw chorych
lub nosicieli, gdzie przy sprzyjajacych warunkach przezywaja, namnazajg si¢ i stanowig zagrozenie
infekcji. Zjawisko bezobjawowego nosicielstwa jest powszechne zaré6wno u zwierzat (m. in.: u owiec,
koz, bydta, $win, ptakoéw i ryb), jak i u ludzi obejmujac 5-10% populacji. Bakterie izoluje si¢ najczesciej
z przewodu pokarmowego, skad wraz z katem przedostaja si¢ do $rodowiska. Skazenie produktow
spozywczych pochodzenia roslinnego najczesciej zaczyna si¢ na etapie uprawy i jest skutkiem kontaktu
warzyw czy owocOw z gleba, odchodami, powietrzem, pytem, owadami i woda shuzacg do nawadniania.
Innym istotnym czynnikiem jest tez stosowanie (gldéwnie w uprawach organicznych) nawozow
naturalnych, rodzaj zabiegow agrotechnicznych, stosowanie skazonych nasion i siewek czy jakos¢ wody
wykorzystywanej do nawadniania, itp. [17]. Surowcami szczegdlnie narazonymi na zanieczyszczenie
L. monocytogenes sa m. in. szpinak, brokuty, kapusta, kalafior, satata oraz przygotowane z nich suréwki
i safatki i inne dania typu ,ready-to-cat” [3-5]. W warunkach produkcyjnych na ryzyko skazenia
mikrobiologicznego przetwarzanej zywno$ci wplywa sposob przygotowania, przechowywania
i transportu zywnos$ci, ale réwniez jako$¢ uzytych surowcow, wody, opakowan, czystosci sprzetu,
aparatury, higiena pomieszczen, personelu oraz wdrozonych w zakladach systemow czyszczenia
i dezynfekcji [6].

Zdolnos¢ do wzrostu w szerokim zakresie temperatur (od -0,4 do 50°C) i pH (od 4,4 do 9,4),
oporno$¢ na warunki S$rodowiskowe, krotkotrwata pasteryzacje, mrozenie, podprogowe dawki
konserwantow, srodkow myjacych oraz zdolnos¢ rozwoju w warunkach tlenowych i beztlenowych
sprawia, ze niektore rodzaje zywnosci sa szczegllnie czesto zanieczyszczone paleczkami
L. monocytogenes [7, 8]. Wérdd nich nalezy wymieni¢ m.in. wyroby garmazeryjne, niepasteryzowane
mleko, sery, wedzone ryby, a takze surowe warzywa i owoce. Kolejnym elementem sprzyjajacym
skazeniu zywnos$ci, zwlaszcza w zaktadach przetworczych, jest zdolno$¢ pateczek Listeria spp. do
przywierania i wzrostu na powierzchniach abiotycznych w postaci biofilmu. Struktury te sa statym
zrodltem ryzyka wtérnego zanieczyszczenia zywno$ci w czasie procesow produkcyjnych. Moga
powodowa¢ zepsucie produktu, zagrozenie dla zdrowia konsumenta i spadek bezpieczenstwa
produktéw zywno$ciowych. Ponadto hamowanie proceséw wymiany ciepta, blokowanie mechanicznie
przeptywu i biodegradacja sktadnikow powierzchni metalicznych i polimerowych powoduja znaczne
straty finansowe, liczace w skali ogolno§wiatowej miliony dolarow rocznie [9, 10].

Wykrywanie i oznaczanie liczebnosci bakterii Listeria spp. odbywa si¢ obecnie najczesciej
z zastosowaniem klasycznych metod mikrobiologicznych w oparciu o norm¢ PN-EN 1SO 11290-1:1999
oraz PN-EN I1SO 11290-2:2000 [11, 12]. Klasyczne metody, opierajace si¢ na hodowli komorek
i klasycznych testach mikrobiologicznych, sa jednak czasochtonne oraz nie daja wystarczajacej
pewnosci wynikow, zwlaszcza podczas identyfikacji termicznie zniszczonych bakterii lub
mikroorganizméw poddanych réznego rodzaju procesom przemystowym, uszkadzajagcym strukture
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komorki [13]. Nowoczesne metody molekularne oraz serologiczne sa szybsze, bardziej czute
i specyficzne w wykrywaniu bakterii chorobotworczych w przetworzonej zywno$ci. Losowa
amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD), losowych fragmentow swoistych gatunkowo, pozwala na
identyfikacje rodzajow oraz gatunkéw mikroorganizmoéw, poprzez roznicowanie i ocen¢ stopnia
podobienstwa szczepoéw [14, 15].

Przedmiotem badan jest charakterystyka izolatbw L. monocytogenes pochodzacych ze
srodowiska, surowcoOw i produktéw wybranych zaktadow przetworstwa OwOCOWO-warzywnego na
podstawie molekularnych metod mikrobiologicznych.

2. Cele badan

Celem gltéwnym badan jest proba wyizolowania pateczek Listeria monocytogenes z probek
srodowiskowych (gleba), surowca, linii technologicznych i gotowego produktu w wybranych zaktadach
przetworstwa owocowo-warzywnego, co moze posrednio wplynagé na poprawe stanu Srodowiska
i obnizenie ryzyka zachorowania pracownikow zaktadu i konsumentow.

Cele szczegélowe:

e okreslenie przynalezno$ci gatunkowej izolatow Listeria spp. na podstawie badan
molekularnych,

e okreslenie mozliwej drogi transmisji w obrebie zakladu na podstawie ustalenia stopnia
wzajemnego podobienstwa izolatow L. monocytogenes,

e oOcena wrazliwosci drobnoustrojow na wybrane antybiotyki, bakteriocyny i s$rodki
dezynfekcyjne.

3. Hipotezy badawcze

Weryfikacji poddano nastgpujace hipotezy badawcze:

1. Zarowno gleba, surowiec, jak i wybrane miejsca zaktadu przetworstwa owocowo-warzywnego
stwarzajg dobre warunki do wystepowania pateczek Listeria monocytogenes.

2. Prowadzenie badan monitorujgcych obecno$¢ L. monocytogenes w zakltadzie pozwoli na
ustalenie miejsc najbardziej narazonych na wystgpowanie tego patogenu.

3. Wybrane $rodki dezynfekcyjne wykaza silne dziatanie inhibicyjne wobec pateczek
L. monocytogenes, co pozwoli na opracowanie skuteczniejszej strategii dezynfekcji zaktadu.

4. L. monocytogenes wykaze wrazliwo$¢ na bakteriocyny oraz lizozym dopuszczone do kontaktu
z Zywnoscia, co moze zwiekszy¢ bezpieczenstwo konsumenta.

5. lzolaty L. monocytogenes sa wrazliwe na antybiotyki stosowane w terapii listeriozy.

E

Materialy i metody

Materiat do badan stanowig probki srodowiskowe pochodzace z wymazow dokonanych
z elementow linii technologicznej oraz przechowalni, proby surowca, potproduktu i produktu gotowego
pobrane w zakladzie przetworstwa OwocOwo-warzywnego. Pobieranie wymazow dokonywane jest
w odstepach kilkutygodniowych, przez kilkanascie miesigcy, zarowno w trakcie produkcji, jak i po
umyciu linii technologicznej. Kazdorazowo pobieranych jest od 30 do 60 wymazow.



5.1. Izolacja i identyfikacja pateczek Listeria monocytogenes

Probki srodowiskowe pobierane sg z ustalonych powierzchni sterylnym wacikiem
i bezposrednio po tym umieszczane w bulionie pot-Fraser’a. Probki surowca lub produktu sa
rozdrabniane i umieszczane w pozywce plynnej. Materiat transportowany jest w temp. +4°C, a dalsza
procedura izolacji bakterii jest zgodna z normg PN-EN 1SO 11290-1:1999/A 1:2005. Préobki, w ktorych
stwierdzono obecnos$¢ Listeria monocytogenes poddawane beda identyfikacji przy wykorzystaniu
reakcji PCR, a stopien ich pokrewienstwa - z zastosowaniem techniki RAPD.

5.2. Ocena lekoopornosci izolatéw L. monocytogenes

Ocena ta przeprowadzona zostanie metoda krazkowo-dyfuzyjna przy uzyciu bibutowych
krazkow nasgczonych antybiotykami rekomendowanymi przez EUCAST w leczeniu listeriozy:
penicyliny, ampicyliny, meropenu, erytromycyny oraz sulfametoksazolu z trimetoprimem. Na
podstawie stref zahamowania wzrostu izolatow okreslona zostanie wrazliwos$¢ bakterii na dziatanie
poszczegblnych antybiotykow.

5.3. Ocena wrazliwosci izolatow L. monocytogenes na bakteriocyny i lizozym

Ocena oporno$ci na bakteriocyny i lizozym dokonana zostanie na podstawie okreSlenia
podatno$ci wyizolowanych szczepéw L. monocytogenes na rézne stezenia wybranych substancji
antagonistycznych. Hodowle bakteryjne beda poddane ekspozycji na wzrastajgce stezenia bakteriocyn
i lizozymu, po czym zostanie oznaczone ich minimalne st¢zenie hamujace.

5.4. Ocena minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) s$rodkéw dezynfekcyjnych wobec
L. monocytogenes

Sporzadzone zostang rozcienczenia wybranych srodkow dezynfekcyjnych, po czym na ptytki
titracyjne naniesiona zostanie zawiesina bakteryjna i dezynfektant. Po odpowiednim czasie dziatania
reakcja zostaje przerwana poprzez dodanie roztworu neutralizujacego. Oceniona zostanie
przezywalno$¢ bakterii po posiewie punktowym na pozywke¢. Za graniczne (MIC), przyjmuje sig
Najnizsze st¢zenie srodka powodujace zahamowanie wzrostu L. monocytogenes.

5. Stan zaawansowania pracy

Wykonano badania wstepne, ktore potwierdzilty wystepowanie Szczepow z rodzaju Listeria
w zaktadzie przetworstwa owocowo-warzywnego. Dokonano analizy pisSmiennictwa oraz wstgpnie
opracowano czgs¢ literaturowg pracy. Pozycje literaturowe sg uzupetniane rownolegle z prowadzonymi
badaniami. Cze$¢ teoretyczna i eksperymentalna pracy wykonana zostala w 20%. Czgs¢
eksperymentalna pracy zostanie ukonczona do konca 2019 roku, natomiast obrona planowana jest
w 2021 roku.
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