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Streszczenie: Badano zdolno$¢ adaptacji bakterii Listeria spp. do warunkéw panujacych
w zakltadzie przetworstwa spozywczego. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki uzyska-
no dla probek pobranych w hali konfekcjonowania produktu. Obecnos¢ lub brak gatunku
Listeria monocytogenes w pobranych z linii technologicznej oraz jej otoczenia wymazach
sprawdzano z uzyciem metod klasycznych. Nastepnie wykryte w probkach szczepy analizo-
wano z wykorzystaniem metod molekularnych, ustalajac stopien ich podobienstwa genetycz-
nego. Obecno$¢ bakterii stwierdzono w kratkach sciekowych oraz na posadzce — przy wejsciu
1 wyj$ciu. Surowiec nie ma kontaktu z tymi miejscami, ale wykrycie patogenu w probkach
z nich pobranych moze §wiadczy¢ o bytowaniu L. monocytogenes rdwniez na linii techno-
logicznej. Brak zachowania §rodkow ostrozno$ci moze doprowadzi¢ do rozprzestrzenienia
bakterii z tych punktow do innych pomieszczen w zaktadzie, a w konsekwencji zwigkszy¢
ryzyko skazenia surowca i produktu.

Stowa kluczowe: bezpieczenstwo zywnosci, Listeria monocytogenes, stres srodowiskowy,
zaklad przetworstwa zywnoSci.

Summary: The survival and adaptation skills of Listeria spp. were evaluated in this study.
Microbiological swabs taken from the elements of a processing line and its surroundings in
the product packaging hall, were examined for the presence of Listeria monocytogenes with
the use of traditional microbiological methods. Strains detected in samples gathered from the
sampling points, were then analyzed to compare their genetic similarity by molecular biology
methods. Most frequently it was found in sewage grate, floor — near the entrance and floor —
near the exit. The raw material does not come in contact with aforementioned, but it indicates
the presence of Listeria spp. on the other elements of a processing line. Improper or insuffi-
cient precautionary measures can result in transfering of this pathogen onto further areas of
the food-processing plant and significantly increase the risk of final product contamination.

Keywords: food safety, Listeria monocytogenes, environmental stress, food processing plant.
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1. Wstep

Priorytetem dla producentow zywnosci jest zadbanie o jako$¢ wytwarzanych pro-
duktow spozywczych. Bezpieczenstwo mikrobiologiczne na liniach technologicz-
nych zakladu przetworstwa moze by¢ zapewnione tylko wowczas, gdy zachowane
zostang odpowiednie standardy higieny opisane w Wytycznych Dobrej Praktyki Hi-
gienicznej i Produkcyjnej. Sposobem kontroli stanu sanitarnego hal produkcyjnych,
a takze jakosci surowca, potproduktu i produktu gotowego jest prowadzenie badan
monitorujacych obecnos¢ drobnoustrojow wskaznikowych, w tym bakterii choro-
botworczych, takich jak Salmonella spp., Listeria spp., Escherichia coli [Zhao 1 in.
2014; Simmons, Wiedmann 2017].

Gram-dodatnia paleczka Listeria monocytogenes to mikroorganizm zdolny
do przetrwania praktycznie w kazdych warunkach: w podwyzszonej badz obnizonej
temperaturze, szerokim zakresie pH, wysokim st¢zeniu soli, a takze przy ograniczo-
nym dostepie tlenu [Renier i in. 2013; Ruppitsch i in. 2015]. Odporno$¢ na zewnetrzne
czynniki stresu (tj. gwattowne zmiany temperatury, srodki dezynfekcyjne, antybioty-
ki) wzmacniana jest dzigki tworzonemu przez nie biofilmowi. Ta warstwowa struktu-
ra biologiczna, w sktad ktorej, oprocz bakterii, wchodza pozakomorkowe substancje
polimeryczne (EPS), powoduje wyspecjalizowanie poszczegdlnych komorek, utatwia
ich wzrost 1 rozw0j, jak rowniez obniza wrazliwo$¢ na negatywne dla nich warunki
srodowiska [Jamal i in. 2015, Srey, Jahid, Ha 2013; Struzycka, Stepien 2009].

Uwzgledniajac powyzsze cechy oraz wysoki potencjat chorobotwoérczy — wyni-
kajacy z obecno$ci wielu genéw warunkujacych wirulencje, m.in. hly, prfA, plcA,
actA, inlB — mozna stwierdzi¢, ze L. monocytogenes stwarza ogromne zagrozenie
dla zdrowia publicznego oraz powoduje straty ekonomiczne dla przedsigbiorstwa,
w ktorym wykrywana jest jej obecnos¢. Skazenie produktu czgsto bowiem powo-
dowane jest przez jego kontakt z powierzchniami roboczymi, z ktoérych catkowite
usuniecie L. monocytogenes byto utrudnione [Portnoy i in. 1992; Kathariou 2002;
Lelieveld, Holah, Napper (red.) 2014; Reij, den Aantrekker 2004].

Celem badania byto wykrywanie obecnosci L. monocytogenes w zaktadzie prze-
tworstwa zywnosci i ocena podobienstwa genetycznego izolatow. Badania tego rodza-
ju wykonywano w tym przedsigbiorstwie po raz pierwszy. Ich poczatkowy etap, opi-
sany w niniejszej pracy, polegat na ustaleniu, czy chorobotwdrcze bakterie wystepuja
w hali konfekcji, w ktorej pracuje najwiecej zatrudnionych. Probki pobierano z miejsc
niemajacych kontaktu z surowcem i produktem, w ktorych warunki do rozwoju choro-
botworczej pateczki nalezacej do Listeria spp. byly najbardziej korzystne.

2. Material i metody
2.1. Material do badan, odczynniki i aparatura laboratoryjna

Badania monitorujgce obecno$¢ Listeria spp. przeprowadzono od stycznia do listo-
pada 2016 r. w jednym z zakladoéw przetwodrstwa zywnosci znajdujacym si¢ na te-
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renie péinocnej Polski. Materialem byty proby srodowiskowe, pobierane w kazdym
miesigcu dwukrotnie z posadzki przy wejsciu (22) i wyjsciu (22), a takze z kratki
sciekowej (22) w hali konfekcjonowania produktu.

Do selektywnego wykrywania L. monocytogenes w probach wykorzystano po-
zywki pltynne pot-Frasera i Frasera (Merck, Niemcy) oraz podtoze state wedtug Ot-
taviani i Agosti (Merck, Niemcy). W bulionie mozgowo-sercowym (BTL sp. z o0.0.,
Polska) namnazano bakterie przed izolowaniem DNA, ktore przeprowadzano z za-
stosowaniem zestawu Genomic Mini AX Bacteria Spin i zalecanego przez produ-
centa protokotu (A&A Biotechnology, Polska). Lancuchowg reakcje polimerazy
(PCR) oraz losowa amplifikacje polimorficznych fragmentow DNA (RAPD) wyko-
nano z uzyciem:

* polimerazy z buforem (Thermo Fisher Scientific, USA),

*  MgCl, (Thermo Fisher Scientific, USA),

* mieszaniny deoksyrybonukleotydow (A&A Biotechnology, Polska),
e starterow reakcyjnych (Sigma-Aldrich, USA),

*  wody wolnej od nukleaz (BioShop, Kanada).

Sktadnikami buforu elektroforetycznego byly: kwas borowy (BioShop, Kana-
da), kwas wersenowy (BioShop, Kanada) oraz tri(hydroksymetylo)aminometan
(BioShop, Kanada). Zele przygotowywano samodzielnie w zestawie do wylewania
zelu (Bio-Rad, USA) i zestalano za pomoca agarozy (ABO, Polska). Jako barw-
nik interkalujacy w DNA zastosowano Midori Green Advance (NIPPON Genetics,
Japonia), do zatrzymywania probek w studzienkach zelu wykorzystano obcigzacz
DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific, USA), a ustalenia wielkosci
prazkow — marker wielkosci DNA 50-1000 pz (A&A Biotechnology, Polska).

PCR oraz RAPD przeprowadzono w termocyklerze MJ Mini (Bio-Rad, USA).
Elektroforeze w statym polu elektrycznym wykonywano w zestawie Wide Mini-Sub
Cell GT Cell podtagczonym do zasilacza PowerPac™ Basic (Bio-Rad, USA). Ampli-
kony rozdzielone w Zelu uwidoczniano w $wietle UV z uzyciem zestawu GelDoc™
XR+ z oprogramowaniem Image Lab™ (Bio-Rad, USA).

2.2. Metody badawcze

Probki do badan pobierano metoda wymazu zgodnie z normg PN-EN ISO
18593:2005. Wstepna identyfikacje wykonywano klasycznymi metodami mikrobio-
logicznymi w oparciu o norm¢ PN-EN ISO 11290-1:2017-07.

Kolonie uznane za L. monocytogenes, wyroste na pozywce ALOA, przesiewano
do plynnego podtoza BHI, po czym inkubowano przez 18 godzin w temperaturze
37°C celem namnozenia materiatu. Nastepnie izolowano bakteryjne DNA. Przy-
nalezno$¢ gatunkowa wykrytych szczepéw potwierdzano, wykorzystujac metode
PCR opisang uprzednio przez Breze-Borute i in. [Breza-Boruta, Szala, Kroplewska
2016]. Uzyte startery reakcyjne umozliwiaty amplifikacj¢ fragmentow DNA charak-
terystycznych dla gatunku L. monocytogenes.
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Stopien podobienstwa genetycznego izolatéw potwierdzonych jako L. monocy-
togenes ustalano na podstawie wynikow losowej amplifikacji polimorficznych frag-
mentéw DNA (RAPD). Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tab. 1.

Tabela 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na jedng probke
poddana RAPD (v =25 pl)

Sktadnik (stezenie poczatkowe) Objetose (ul)
polimeraza (5 U) 0,5
bufor do polimerazy (10x; zawierajacy 20 mM MgCl,) 2,5
MgCl, (25 mM) 1,0
dNTPs (10 mM) 0,5
starter HLWL-74: 5>~ ACGTATCTGC-3" (10 uM) 5,0
woda wolna od nukleaz 12,5
bakteryjne DNA 3,0

Zrédlo: na podstawie [Atil, Ertas, Ozbey 2011].

RAPD przebiegata w warunkach zaproponowanych przez Atila i in. [Atil, Ertas,
Ozbey 2011]: 4’ 94°C, 45 39°C, 17 72°C, 43x (157 94°C, 457 39°C, 1’ 72°C), 157
94 °C, 457 39°C, 10’ 72°C. Nastepnie 6 pl roztworu po RAPD zmieszanego z 4 ul
obcigzacza nanoszono do studzienek 2-procentowego zelu agarozowego zawieraja-
cego dodatek barwnika interkalujagcego DNA. Uzyskane w wyniku RAPD produkty
rozdzielano pod napigciem 85 V przez 2 godziny.

2.3. Statystyczne opracowanie wynikow

Do sporzadzenia diagramu podobienstwa szczepoéw na podstawie rezultatow RAPD
wykorzystano program Statistica PL 12.0 (StatSoft, Polska). Metoda $rednich po-
taczen (UPGMA, unweighted pair-group method using arithmetic averages) uzyta
do tego celu polega na obliczeniu odleglosci miedzy dwoma skupieniami jako $red-
niej odleglosci migdzy wszystkimi parami obiektow nalezacymi do réznych sku-
pien. Miarg odlegtosci wigzania byta warto§¢ 1 — » Pearsona, gdzie » to wspotczyn-
nik korelacji. Gdy r = 1, oznacza to, ze zmienne sg wysoce skorelowane, jesli zas
r=0— wodwczas brak jest korelacji pomigdzy nimi [https://www.statsoft.pl].

3. Wyniki i dyskusja

W tab. 2 zestawiono wyniki dotyczace czestotliwosci wystepowania L. monocyto-
genes w punktach pobierania prob. Lacznie bakterie wykryto w 39 probkach, co
stanowito 59,09% pobranych. Najcze$ciej, bo az 16-krotnie, szczepy chorobotwor-
cze izolowano z kratki $§ciekowej w hali konfekcji. Patogenne pateczki obecne byty
takze w dwoch punktach pomiarowych — na posadzce przy wejsciu i wyjsciu z hali,
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odpowiednio 9- i 14-krotnie. Taka czgstotliwos$¢ $wiadczy o trudnosci usunigcia L.
monocytogenes, wynikajacej ze zdolnosci bakterii do adaptacji do nieckorzystnych
warunkow srodowiskowych. Wzrost opornosci pateczek na stosowane w zaktadzie
srodki dezynfekcyjne moze by¢ skutkiem wytwarzanego przez nie biofilmu, stano-
wigcego barierg ochronng przed czynnikami zewngtrznymi oraz zrédto sktadnikow
odzywczych [Srey, Jahid, Ha 2013]. W kratkach $ciekowych panuja warunki ko-
rzystne do rozwoju zagregowanych w biofilmie kolonii L. monocytogenes.

Tabela 2. Czgstotliwos$¢ wystepowania L. monocytogenes w punktach pobrania prob
w hali konfekcjonowania produktu w 2016 r.

. Punkt pobrania probki* . Punkt pobrania probki*
Termin Termin
pobrania posac.irzk.a ’ k.ratka posa?drzk.a pobrania posaz?’zkia , k.ratka posa?d,zk.a
—wejscie | Sciekowa | —wyjscie —wejscie | Sciekowa | —wyjscie
1 0 1 0 12 0 1 1
2 0 1 1 13 1 1 1
< 3 1 1 1 14 0 0 0
= o
N | 4 0 1 1 g 115 1 1 0
—
5 0 0 1 16 0 1 1
6 1 1 1 17 1 1 0
7 1 1 1 18 0 0 1
< 8 0 1 1 19 0 0 0
Z oz
& 9 1 1 1 g | 20 0 0 0
= | 10 1 1 1 g | 21 0 0 0
11 0 1 1 22 1 1 0

* 1 — L. monocytogenes obecne, 0 — L. monocytogenes nieobecne.

Zrédto: materiaty autorskie.

Bioragc pod uwagg zmiany por roku, nie zaobserwowano roéznicy w wystepo-
waniu L. monocytogenes zima, wiosng i latem (rys. 1). W tych sezonach wykryto
kolejno 12, 13 oraz 12 szczepdéw. Jedynie jesienig ich liczba spadta do 2, co mogto
by¢ zwigzane ze zmniejszeniem produkcji, a tym samym ograniczeniem liczby za-
trudnionych pracujacych na hali. Wprowadzenie nowych procedur dezynfekcyjnych
moglo mie¢ rowniez wptyw na zredukowanie obecnosci bakterii w zaktadzie.

Szczepy wykryto w punktach, ktore nie miaty bezposredniego kontaktu z surow-
cem czy gotowym produktem. Uwzgledniajac przemieszczanie si¢ pracownikow po-
miedzy stanowiskami roboczymi, mozna stwierdzi¢, ze obecnos$¢ bakterii w tych
miejscach wpltywa na zwigkszenie ryzyka ich rozprzestrzenienia si¢ na terenie zakta-
du i mozliwo$¢ wtornego zakazenia potproduktu. Sugeruje to takze wystepowanie
pateczek w innych miejscach, w tym na liniach technologicznych.
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Rys. 1. Wystepowanie L. monocytogenes w punktach pomiarowych w hali konfekcjonowania
produktu w poszczegdlnych porach roku

Zrodto: opracowanie wiasne.

Pozyskane w toku badan izolaty umozliwity potwierdzenie hipotezy o uporczy-
wosci L. monocytogenes. Na rys. 2 przedstawiono 32 specyficzne profile RAPD
uzyskane dla 35 sposrod 39 szczepow. Dla 4 probek otrzymanie charakterystyczne-
go wzoru w zelu nie byto mozliwe. Moglo to wynika¢ przypuszczalnie ze zbyt matej
ilosci DNA poddanego reakcji badz z degradacji probki.

M 1 2 3 ¢ 5 & 7 8§ 9 10 11 M 11 13 M 5 1617 18 ¥ XN M O 22 3 oM 3 % 213 X W0 3 X O M M O NB

M — marker wielkosci DNA (50-1000 pz). Na $ciezkach: 1, 2, 5, 7, 11, 14, 16, 19, 22, 24, 26, 29,
32, 33, 36, 39 — izolaty pochodzace z kratki $ciekowe;j (serie: 1-4, 6-13, 15-17, 22), $ciezki: 3, 6, 8, 9,
12, 15, 17, 20, 23, 25, 27, 30, 34, 37 — szczepy wykryte na posadzce przy wyjsciu z hali (serie: 2-13,
16, 18), za$ sciezki: 4, 10, 13, 18, 21, 28, 31, 35, 38 — z posadzki przy wejsciu do hali (serie: 3, 6, 7, 9,
10, 13, 15, 17, 22)

Rys. 2. Profile RAPD wykrytych szczepow L. monocytogenes

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Stopien podobienstwa wykrytych L. monocytogenes oceniono, poréwnujac licz-
be 1 wielko$¢ produktow RAPD uwidocznionych za pomoca UV w zZelu agarozo-
wym. Powstaty na tej podstawie dendrogram zostal zaprezentowany na rys. 3.
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Szczepy pochodzace z kratki §ciekowej (serie: 1, 2, 4, 6-13, 15-17, 22) oznaczono numerami: 1, 2,
7,11, 14,16, 19, 22, 24, 26, 29, 32, 33, 36, 39; izolaty wykryte na posadzce przy wejsciu do hali (serie:
3,6,7,9,10, 13, 15, 17, 22) to numery: 4, 10, 13, 18, 21, 28, 31, 35, 38; natomiast na posadzce przy
wyjsciu z hali (serie: 3, 4, 6-9, 11-13, 16, 18) -6, 8, 12, 15, 17, 20, 25, 27, 30, 34, 37.

Rys. 3. Dendrogram podobienstwa szczepéw L. monocytogenes (UPGMA, 1 — r Pearsona)

Zrodto: opracowanie wlasne.

Diagram podobienstwa umozliwit wyrdznienie trzech grup (skupien). W pierw-
szej z nich znalazly si¢ szczepy oznaczone jako: 8, 10, 14, 20, 25. Ich podobienstwo
nie przekroczyto zakresu 40,5-70,5%. Do drugiej grupy — najbardziej zr6znicowane;j
(19,0-88,5%) — nalezaty izolaty: 2, 4, 6, 7, 11, 12, 15, 16, 17, 19, 21, 22, 24, 26, 28,
29, 30, 31, 33, 35, 36, 37, 38. Szczepy: 1, 13, 18, 27, 32, 34, 39 wchodzity w sktad
trzeciego skupienia. Charakteryzowalo si¢ ono wysokim pokrewienstwem 69-100%
dla 13, 18, 27, 32 oraz 39. Wyjatkiem w tej grupie byly dwa izolaty, tj. 1 i 34 — po-
dobne do pozostatych, odpowiednio w 23% i 5%. Co istotne, szczepy 13, 18,27 oraz
39 okazaly si¢ identyczne. Fakt ten §wiadczy o tym, ze L. monocytogenes moze po-
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zosta¢ w srodowisku mimo regularnie wykonywanej dezynfekcji, dwa szczepy (13
i 18) bowiem wykryto w odstepie 35 dni w tym samym miejscu: na posadzce, przy
wyjsciu z hali konfekcji. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w sprzyjajacych warunkach
bakteria ta moze z tatwos$cig si¢ rozprzestrzenia¢. Zostalo to potwierdzone przez zi-
dentyfikowanie szczepu 27 w drugim punkcie pomiarowym (kratka $ciekowa w hali
konfekcji) po 85 dniach, a takze szczepu 39 na posadzce przy wejsciu na halg kon-
fekcji — po uptywie 230 dni.

Wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonych badan sg zgodne z donie-
sieniami opublikowanymi przez takich autoréw, jak Simmons i Wiedmann [2017].
Stwierdzili oni, ze obecno$¢ L. monocytogenes na kratkach §ciekowych moze by¢
jedna z gtéwnych przyczyn wtornego skazenia surowca oraz produktu. Swoimi ba-
daniami potwierdzaja to takze Dzieciol i in. [2016], ktérzy jednoczes$nie zwracaja
uwage na wptyw biofilmu na wzrost opornosci bakterii na stres srodowiskowy. Po-
dobne tendencje w braku wrazliwosci pateczek L. monocytogenes na zastosowane
srodki antybakteryjne odnotowali rowniez Reij i den Aantrekker [2004]. W swojej
pracy autorzy podkreslaja ponadto, jak duze znaczenie ma zachowanie odpowied-
nich standardow bezpieczenstwa i higieny, w tym koniecznos¢ doktadnej i systema-
tycznej dezynfekcji.

4. Podsumowanie

L. monocytogenes wykryto na posadzce przy wejsciu i wyjsciu oraz kratce Sciekowej
w hali konfekcji. Szczepy te, mimo Ze nie miaty bezposredniego kontaktu z przetwa-
rzanym surowcem, mogg stanowi¢ zrodlo rozprzestrzenienia si¢ na terenie zaktadu
1 mozliwo$¢ wtornego zakazenia potproduktu i produktu gotowego. Jest to sytuacja
niekorzystna zaréwno dla pracownikéw, jak i dla konsumentdw, poniewaz zwigksza
ryzyko zachorowania.

Uzyskane wyniki §wiadcza o mozliwo$ciach przetrwania patogenicznych bak-
terii L. monocytogenes w srodowisku produkcyjnym zaktadu przetworstwa spozyw-
czego. Ponadto otrzymane po RAPD profile szczepoéw potwierdzajg bliskie gene-
tyczne podobienstwo, a w przypadku 4 probek — nawet ich identycznos$¢. Zwraca
to uwage na tatwosc¢, z jaka szczepy te moga zosta¢ przeniesione z jednego miejsca
do drugiego. Obliguje réwniez do prowadzenia statej kontroli obecno$ci patogenu
1 podjecia dziatan majacych na celu jego eradykacje z obszaru produkc;ji.
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