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Streszczenie

Zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 1441/2007 z dnia 5.12.2007 r. w sprawie kryteriéw mi-
krobiologicznych dotyczacych srodkéw spozywczych nie ma obowiazku badania $wiezych owocow
i warzyw w kierunku obecnosci L. monocytogenes, mimo ze jest coraz wigcej informacji o izolacji tych
bakterii z surowcow roslinnych. Jako$¢ owocoéw 1 warzyw w Polsce ocenia si¢ na podstawie wzrokowej
oceny $wiezosci, wygladu zewnetrznego i ewentualnie zaplesnienia surowca.

Celem pracy byta ocena wystgpowania L. monocytogenes w $wiezych owocach i warzywach oraz po-
réwnanie r6znych metod identyfikacji tych bakterii.

Przebadano 220 probek (w tym: 80 owocow i 140 warzyw), ktore pochodzily zaré6wno z lokalnych
punktow sprzedazy detalicznej, jak rowniez z upraw nawozonych obornikiem.

Na podstawie identyfikacji przeprowadzonej zgodnie z PN-EN ISO 11290-2:2000 Listeria sp. stwier-
dzono w 50 % prob burakéw ¢wiktowych, 25 % marchwi, 15 % pomidoréw i ziemniakdw oraz 5 % pie-
truszki i 25 % truskawek. Natomiast technika multiplex PCR L. monocytogenes stwierdzono w 10 % prob
truskawek, 5 % pietruszki i 15 % ziemniakow. Badania biochemiczne nie moga stanowié¢ ostatniego etapu
identyfikacji L. monocytogenes ze wzgledu na duze rozbieznosci wynikéw z rezultatami badan przepro-
wadzonch metodami biologii molekularnej. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem L. monocyto-
genes w owocach i warzywach a rodzajem zastosowanego nawozenia. Listeria sp. i L. monocytogenes
izolowano tylko z tych prob owocow i warzyw, ktore uprawiano na terenach nawozonych obornikiem. Ze
wzgledu na czesto$¢ wystgpowania L. monocytogenes w owocach i warzywach pochodzacych z upraw
ekologicznych istnieje konieczno$¢ weryfikacji i wprowadzenia obowigzkowych badan kontrolnych row-
niez tych surowcow roslinnych.
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Wprowadzenie

Owoce 1 warzywa sg podstawowym zrédtem: witaminy C i prowitaminy A
(B-karotenu), sktadnikow mineralnych (mikro- i makroelementow), btonnika pokar-
mowego, niektorych witamin z grupy B, zwigzkow terpenowych, flawonowych, garb-
nikow, chitonoéw i fitoncydow, dlatego powinny stanowi¢ podstawowy sktadnik diety
kazdego czlowieka. Zywieniowcy zalecaja spozywanie owocOw i warzyw pieé¢ razy
dziennie. Mimo wyraznego wzrostu spozycie owocow i warzyw w Polsce, w porowna-
niu z krajami Unii Europejskiej, jest nadal male (konsumpcja owocoéw jest o ponad
20 kg mniejsza niz zalecana przez Instytut Zywnoséci i Zywienia). W 2002 r. wedtug
FAO Polska byla krajem o najmniejszej konsumpcji owocow, poniewaz spozycie byto
ponad trzykrotnie mniejsze niz w Grecji czy Stowenii (kraje o najwyzszej konsumpcji
owocow). Pod wzgledem spozycia warzyw Polska nalezy do czotowki krajow europej-
skich. Roczne spozycie warzyw na jednego mieszkanca wynosi okoto 111 kg/os. [7].

Zrédtem zanieczyszczenia owocow i warzyw jest gleba i mikroorganizmy w niej
wystepujace. Rodzaj mikroorganizméw i ich liczba w surowcach zaleza od: populacji
obecnej w glebie, sposobu nawadniania, stosowanych nawozow oraz czystosci wody
stosowanej do mycia warzyw 1 higieny linii technologicznych. Jako$¢ owocow 1 wa-
rzyw w Polsce ocenia si¢ najczesciej na podstawie wizualnej oceny $wiezosci, wygladu
zewngtrznego i ewentualnie zaples$nienia surowca [5].

Ze wzgledu na duze zanieczyszczenie srodowiska naturalnego, ktére ma wptyw
na jako$¢ produkowanej zywnoS$ci, coraz wigkszego znaczenia nabierajg surowce ro-
$linne z upraw ekologicznych. Zgodnie z rozporzadzeniem Rady nr 834/2007 z dnia 28
czerwca 2007 1. [21] w sprawie produkcji ekologicznej i znakowania produktow eko-
logicznych, jednym z podstawowych kryteriow spetniajacych warunki gospodarstwa
ekologicznego jest catkowity zakaz stosowania nawozow mineralnych i $rodkow
ochrony ros$lin. Dlatego najczgsciej stosowanym nawozem naturalnym jest obornik,
ktéry moze by¢ zrodlem wielu patogendw, w tym réwniez L. monocytogenes. Drobno-
ustrdj ten przedostajac si¢ do gleby moze zanieczys$ci¢ owoce i warzywa, zwlaszcza
dotyczy to warzyw korzennych, ktore sag w bliskim kontakcie z gleba.

W literaturze odnotowano kilka przypadkow zachorowan na listerioz¢ po spozy-
ciu surowych warzyw. Najbardziej znany jest przypadek listeriozy, ktorej zrdédtem
zakazenia byta kapusta nawozona obornikiem pochodzacym od owiec chorych na liste-
rioze (34 przypadki listeriozy okotoporodowej i 7 przypadkéw u ludzi dorostych) [22].
Znane sg rowniez przypadki zachorowan na listerioze¢ w USA po spozyciu salatek
przygotowanych z surowych warzyw [11] czy pieczarek w Szwecji [15].

Celem pracy byta ocena wystepowania bakterii Listeria sp. i L. monocytogenes
w §wiezych owocach 1 warzywach pochodzacych z upraw ekologicznych woj. zachod-
niopomorskiego oraz poréwnanie réznych metod identyfikacji tych bakterii (m.in.
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zdolno$ci do rozktadu weglowodandow, hemolizy, testow CAMP, API i multiplex
PCR).

Material i metody badan

Przedmiotem badan byto: 220 prob owocoéw i warzyw zakupionych w réznych
placowkach sprzedazy detalicznej i pochodzacych z upraw ekologicznych, gdzie do
nawozenia wykorzystuje si¢ wylgcznie obornik. Materiat badawczy, w ilosci 1 kg
z kazdego sortymentu, pobierano bezposrednio z upraw ekologicznych, co eliminowa-
o kontaminacj¢ zwiazang z transportem i przechowywaniem. Ogétem przebadano 80
prob owocow, po 20 probek z kazdego sortymentu: boréwki amerykanskiej, borowki
czernicy, maliny i truskawki oraz 140 probek warzyw, w tym po 20 z kazdego sorty-
mentu: burakow ¢wiktowych, kapusty, marchwi, pietruszki, pomidorow, sataty oraz
ziemniakow. Przed analiza owoce i warzywa doktadnie myto pod biezaca woda, na-
stepnie odszypultkowywano (w przypadku truskawek), natomiast warzywa obierano
sterylnym nozem do jarzyn (burak ¢wiktowy, marchew, pietruszka, ziemniak) i po-
nownie ptukano pod biezaca woda.

Do analiz pobierano 25 g probki z powierzchniowej warstwy warzyw, natomiast
owoce pobierano do badan w calosci. Badania wykonywano horyzontalng metoda wy-
krywania obecnosci i oznaczania liczby L. monocytogenes, zgodnie z PN-EN ISO
11290-2:2000 [18], z uwzglednieniem zmian zawartych w PN-EN ISO 11290-2:
2000/A1 [19]. Ponadto wykonywano identyfikacje testami CAMP, API (BioMeri¢ux,
Francja) i multiplex PCR. Jako proby wzorcowej uzyto szczepow L. monocytogenes
CEB 3176 wyizolowanych w Instytucie Pasteura w Paryzu oraz Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) i Rhodococcus equi (PCM 559) pochodzacych z Kolekcji Mikroorga-
nizmow we Wroctawiu. Do wstepnej identyfikacji biochemicznej wybierano losowo
po 5 kolonii z kazdej proby, charakterystycznie rosngcej na podtozu selektywnym LSA
(Oxoid, Anglia).

Reakcje multiplex PCR prowadzono w objetosci 50 pl mieszaniny reakcyjnej za-
wierajacej 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 8,3 w 25 °C), 2,5 mM MgCl,, 0,3 mM
kazdego nukleotydu, 30 pM/ml kazdego startera, 2,5 U Tag DNA polimerazy (Eppen-
dorf) oraz 5 pl matrycy DNA w termocyklerze Mastercycler Gradient (Eppendorf).
Profil termiczny sktadat si¢ z nastepujacych etapéw: wstepna denaturacja — 60 s/95 °C
oraz 35 cykli obejmujgcych: denaturacje — 30 s/94 °C, przylaczanie starterow —
20 s/51 °C 1 wydluzanie — 30 s/72 °C. Amplifikacja konczyla si¢ wydluzaniem —
8 min/72 °C.
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Tabela 1
Lista starterow stosowanych w badaniach.
List of primers used in the research.
Starter Sekwencja (5°-3”) Przeznaczenie/gen docelowy Produkt PCR Zrodlo
Primer Sequence (5°-3”) Destination/target gene Product PCR | Reference
Ul CAG CMG CCG CGG
TAA TWC Hdentvfikacia do rodzai
entyfikacja do rodzaju
Listeria /16S rRNA 938p.z. (21
LIl CTC CAT AAA GGT
GAC CCT
Tan] CGA ATC TAA CGG
P CTG GCA CA dentvfikacia d @
entyfikacja do gatu.n 287p. 2. [12]
L. monocytogenes / iap
Tap2 GCC CAA ATA GTG
P TCA CCG CT

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sciezki: 1 — marker XVI (Roche, Niemcy), 2 — szczep/strain CEB 3176 (szczep wzorcowy/model strain),
3 — szczep/strain T2/1, 4 — szczep/strain T6/23, 5 — szczep/strain P3/43, 6 — szczep/strain P3/44,
7 — szczep/strain P3/45, 8 — szczep/strain Z2/32, 9 — szczep/strain Z2/33, 10 — szczep/strain Z2/35,
11 — szczep/strain Z3/39, 12 — szczep/strain Z3/40, 13 — szczep/strain Z4/50, 14 — szczep/strain Z4/52,
15 — szczep/strain Z4/53, 16 — proba kontrolna (bez DNA)/control sample (without DNA). Sciezki/Paths:
od 2 do 15 (between 2 and 15) L. monocytogenes

Rys. 6. Identyfikacja rodzajowa i gatunkowa szczepoéw w kierunku przynalezno$ci do rodzaju Listeria

na podstawie amplifikacji fragmentow sekwencji genéow 16S rRNA (938 p.z.) i iap (287 p.z.).

Fig. 6. Identification of strains and species believed to belong to the Listeria genus based on the ampli-

fication of fragments of 16S rRNA gene sequences (938 bp) and iap (287 bp).
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Rezultatem amplifikacji byty produkty wielkosci: 938 p.z. stwierdzajgce przyna-
leznos¢ do rodzaju Listeria i 287 p.z. do gatunku L. monocytogenes (tab. 1, rys. 1).

Uzyskane produkty reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2 % zelu aga-
rozowym (Prona Agarose Plus, Belgia), barwionym bromkiem etydyny (Bio-Rad,
USA) (0,5 ul/ml). Ostatnim etapem byla wizualizacja zelu w $wietle UV (Gel-Doc
2000 Bio-Rad, USA) i archiwizacja otrzymanych elektroforogramow. Wielko$¢ pro-
duktu oceniano, poréwnujac z markerem masowym XVI (Roche, Niemcy).

Wyniki i dyskusja

Sposréd 220 przebadanych prob: owocow (80) i warzyw (140) Listeria sp.
stwierdzono w 25 % przebadanych préb truskawek, 50 % burakéw ¢ewiktowych, 25 %
marchwi, 15 % pomidoréw i ziemniakow oraz 5 % pietruszki, potwierdzonych na pod-
stawie identyfikacji biochemicznej zgodnie z normg PN-EN ISO 11290-1 (tab. 2).

Na podstawie prowadzonego wywiadu z rolnikami proby, te pochodzity wytacz-
nie z terendow nawozonych obornikiem. Wykluczono mozliwo$¢ zanieczyszczenia
wtornego w trakcie transportu, bo pobierano proby bezposrednio od rolnikow, badz
zakupiono w lokalnych punktach sprzedazy detalicznej, a nastgpnie przewozono do
laboratorium mikrobiologicznego.

Listeria sp. i L. monocytogenes nie stwierdzono w probach: boréwki amerykan-
skiej, borowki czernicy, maliny, kapusty i salaty. Na podstawie przeprowadzonej iden-
tyfikacji biochemicznej gatunkami Listeria izolowanymi najczesciej z owocoOw 1 wa-
rzyw byly: L. innocua (burak ¢wiktowy — 35 % 1 truskawka — 25 %) i L. grayi (burak
¢wiktowy — 25 %, ziemniak -15 %) (tab. 2).

Wykazano bardzo duze rozbieznosci w wynikach identyfikacji L. monocytogenes
uzyskanych na podstawie testow CAMP, API i multiplex PCR (tab. 3). Na podstawie
identyfikacji testami CAMP L. monocytogenes potwierdzono w probach burakow ¢wi-
ktowych — 25 %, pomidorow — 5 % i truskawek — 15 %. Znacznie cz¢$ciej potwierdza-
no ten drobnoustrdj testami API: pietruszka — 25 %, marchew — 20 %, burak ¢wiktowy
— 15 % i truskawka — 5 %. Natomiast technikg multiplex PCR L. monocytogenes po-
twierdzono w 10 % przebadanych probach truskawek, 5 % pietruszki i 15 % ziemnia-
kow. Proby warzyw, z ktorych izolowano ten patogen pochodzily z upraw ekologicz-
nych, gdzie jedynym stosowanym nawozem byt obornik, a dodatkowo pola mogtly by¢
odwiedzane przez zwierzeta dzikie, takie jak: jelenie, sarny czy dziki. Na podstawie
identyfikacji multiplex PCR nie stwierdzono wystgpowania Listeria sp. i L. monocyto-
genes w probach burakéw ¢wiktowych, marchwi, kapusty, pomidorow i sataty (tab. 3).
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Tabela 2

Identyfikacja biochemiczna bakterii z rodzaju Listeria izolowanych z owocow i warzyw.
Biochemical identification of Listeria strains isolated from fruits and vegetables.

Liczba prob dodatnich zidentyfikowanych biochemicznie (na podstawie
rozktadu weglowodanéw i hemolizy) jako:/!
Number of positive samples identified biochemically (distribution of
Liczba prob carbohydrates, haemolysis) as:/!
Proba dodatnich/!
Sample Npmber of L 3 '3 - N 5
positive tests/! S §O § é S‘ % 5 £
g9 S 2 % = g S
~ e ~ ~ = ~ ~
Truskawka
Strawberry 5/25% 0 5125 % 1/5 % 2/10 % 1/5 % 0
n=20
Burak
cwiklowy 10/50 % 0 35% | 2/10% | 5/25% 0 1/5 %
Beetroot
n=20
Marchew
Carrot 5125 % 1/5 % 3/15% 1/5 % 2/10 % 0 0
n=20
Pomidor
Tomato 3/15% 0 2/10 % 0 2/10 % 1/5 % 0
n=20
Pietruszka
Persley 1/5% 0 1/5 % 0 0 0 0
n=20
Ziemniak
Potato 3/15% 0 3/15 % 0 3/15 % 1/5 % 0
n=20

! odsetek przebadanych prob / per cent rate of samples analyzed.

L. monocytogenes jest drobnoustrojem izolowanym z réznych grup zywnosci,
w tym rowniez z owocow 1 warzyw §wiezych, mrozonych i przetworzonych. W zwigz-
ku z promowaniem upraw ekologicznych popularnym nawozem wykorzystywanym
w gospodarstwach ekologicznych i sadach jest obornik. W badaniach Beuchat [3] wy-
kazano zalezno$¢ pomigdzy stosowaniem naturalnych nawozéw organicznych a wy-
stepowaniem bakterii L. monocytogenes w surowcach roslinnych. Badania potwierdzi-
ty, ze zanieczyszczenie owocOw 1 warzyw jest zwigzane z czynnikiem antropogenicz-
nym (nawozenie, nawadnianie, przechowywanie, transport itp.). Istotny wptyw na wy-
stepowanie bakterii chorobotworczych, w tym pateczek Listeria sp. ma sposob nawo-
zenia gleby, poniewaz gtowne zrodto zanieczyszczenia stanowi obornik. W publika-
cjach na temat Listeria sp. 1 L. monocytogenes w owocach i warzywach nie ma doktad-
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nych informacji dotyczacych sposobu nawozenia gleby. Dodatkowym zZrédlem zanie-
czyszczenia bakteriami Listeria sp. 1 L. monocytogenes sg dzikie zwierzeta (ich odcho-
dy) zerujace na polach uprawnych.

Tabela 3

Wystepowanie L. monocytogenes zidentyfikowanych na podstawie testow CAMP, API i multiplex PCR.
Occurrence of L. monocytogenes identified on the basis of CAMP, API and multiplex PCR tests.

Liczba prob Liczba prob Liczba prob zidentyfikowa-
zidentyfikowanych zidentyfikowanych nych jako L.monocytogenes
testami CAMP jako testami API jako potwierdzonych multiplex

Préba/Sample L.monocytogenes L.monocytogene PCR
Number of samples Number of samples Number of samples identified
identified as CAMP test identified test API as evidenced by multiplex
L.monocytogenes/! L.monocytogenes/' PCR L.monocytogenes/*
S trg‘i‘gselﬁ;vii 50 3/15 %! 1/5 %! 2/10 %!
Burak ¢wiklowy
Beetroot 5125 % 3/15 0
n=20
Marchew
Carrot 0 4/20 % 0
n=20
Pomidor
Tomato 1/5% 0 0
n=20
Pietruszka
Persley 0 5125 % 1/5 %
n=20
Ziemniak
Potato 0 0 3/15 %
n=20
Razem
Total 9/45 % 13/10,8 % 6/5 %
n=120

! odsetek przebadanych prob
! per cent rate of samples tested

Jak wykazata Kordowska-Wiater [13], wystgpowanie L. monocytogenes w wa-
rzywach (fasolka szparagowa, por, jarmuz, marchew, pietruszka) stwierdzono
w 10,8 % przebadanych prob. Aguado i wsp. [1] w 1,2 % przebadanych prob mrozo-
nych warzyw, gtownie: fasoli, pomidorow, kalafiorow, groszku, marchwi i karczochow
potwierdzili obecnos¢ Listeria sp. Garcia-Gimeno i wsp. [8] oznaczyli L. monocytoge-
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nes w 21 na 70 prob swiezych mieszanek warzywnych gotowych do spozycia. Heisick
1 wsp. [10] wykazali, ze 25,8 % prob ziemniakow 1 30,3 % rzodkiewki zanieczyszczo-
nych bylo L. monocytogenes. Natomiast Wong 1 wsp. [23] stwierdzili, Zze na 49 przeba-
danych prob warzyw 12,2 % zanieczyszczonych bylo pateczkami L. monocytogenes.
W badaniach wtasnych wykazano, ze L. monocytogenes wystepuje tylko w tych owo-
cach i1 warzywach, ktore maja bezposrednig stycznos¢ z glebg i pochodza wylacznie
z upraw ekologicznych. Podobnie Francis i O’Beirne [6] oraz MacGowan i wsp. [14]
informujg o wystgpowaniu pateczek L. monocytogenes w ziemi uprawnej i warzywach.
W badaniach wlasnych wykazano, ze L. monocytogenes wystepuje w 10 % przebada-
nych prob truskawek, 5 % pietruszki i 15 % ziemniakoéw pozyskiwanych z upraw eko-
logicznych. Doyle [4], Beuchat [3] i Olivier [16] dowiedli mozliwosci zanieczyszcze-
nia surowca roslinnego w czasie transportu i obrotu. Gunasen i wsp. [9] wykazali, ze
33 9% przebadanych prob kapusty i 50 % sataty przebadanych na Sri Lance zanieczysz-
czonych bylo L. monocytogenes.

Obecnie jakos$¢ mikrobiologiczna produktow zywnosciowych podlega wymaga-
niom zawartym w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1441/2007 z dnia 5.12.2007 roku
[20] w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkow spozywczych,
w ktorym nie uwzgledniono badania $wiezych owocow 1 warzyw pod wzgledem wy-
stepowania L. monocytogenes. Rozporzadzenie to okresla tylko kryteria bezpieczen-
stwa 1 higieny produkcji owocow i warzyw krojonych, gotowych do spozycia, ktore nie
powinny zawiera¢ bakterii Salmonella (w 25 g), a dopuszczalne zanieczyszczenie
E. coli wynosi 100 jtk/g.

Ze wzgledu na wzrastajgcg ilo$¢ spozywanych $wiezych owocow 1 warzyw, pro-
mowanie zywnosci pochodzacej z tzw. upraw ekologicznych, gdzie obornik stanowi
jedyny dopuszczalnie stosowany nawdz, a ponadto moze by¢ zrédlem zanieczyszcze-
nia L. monocytogenes oraz wzrastajaca liczb¢ zachorowan na listerioze, istnieje potrze-
ba kontroli §wiezych owocoéw i warzyw w kierunku L. monocytogenes.

Whioski

1. Bakterie L. monocytogenes izolowano tylko z owocow i warzyw pochodzacych
z upraw ekologicznych.

2. Badania biochemiczne wykonane na podstawie PN-EN ISO 11290-2:2000 nie
moga stanowi¢ ostatniego etapu identyfikacji L. monocytogenes ze wzglgdu na du-
ze rozbiezno$ci wynikdw z badaniami przeprowadzonymi metodami biologii mo-
lekularne;j.

3. Najbardziej wiarygodna metodg identyfikacji L. monocytogenes jest multiplex
PCR.

4. Ze wzgledu na czgstos¢ wystepowania L. monocytogenes w $wiezych owocach
i warzywach pochodzacych z upraw ekologicznych istnieje koniecznos¢ weryfika-
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cji 1 wprowadzenia obowigzkowych badan kontrolnych rowniez tych surowcow ro-
slinnych.

Praca finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
w ramach projektu badawczego nr N N312 234438
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OCCURENCE OF L. MONOCYTOGENES IN FRESH FRUITS AND VEGETABLES FROM
ORGANIC FARMS IN WEST POMERANIAN REGION

Summary

Pursuant to the Commission Directive (EC) No. 1441/2007 of 05.12.2007 on microbiological criteria
for foodstuffs, there is no obligation to inspect fresh fruits and vegetables whether or not they contain L.
monocytogenes although there are more and more reports on finding these bacteria in plant materials. The
quality of fruits and vegetables in Poland is assessed based on the visual evaluation of freshness and exter-
nal appearance of the material, and on checking if this material does not get mouldy.

The objective of this paper was to assess the occurrence of L. monocytogenes in fresh fruits and vege-
tables and to compare different methods of identifying these bacteria.

220 samples were analyzed (80 fruits and 140 vegetables); all of them originated from both the local
retail outlets and the agricultural farms using manure as a fertilizer.

Based on the identification performed according to PN EN ISO 11290-2:2000, Listeria sp was found
in 50 % of beetroot samples, in 25 % of carrot, in 15 % of tomatoes and potatoes, and in 5% of parsley and
in 25 % of strawberries. And when using a multiplex PCR technique, L. monocytogenes was found in
10 % of the strawberry samples, in 5 % parsley, and in 15 % potatoes. Biochemical analyses should not be
the final phase of identifying L. monocytogenes because there are wide discrepancies between the results
of this analysis and the results of research conducted using the molecular biology methods. A correlation
was shown between the presence of L. monocytogenes in fruits and vegetables and the type of fertilizer
used. Listeria sp and L. monocytogenes were isolated only from the samples of fruits and vegetables
grown in farms where soils were manured. Owing to the frequency of L. monocytogenes occurrence in
fruits and vegetables from certified farms running organic farming, it is vital to revise the control screen-
ing of plant materials and to make it obligatory.

Key words: anthropopression, L. monocytogenes, manuring, fruits organic farming, vegetables
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