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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie liczby paleczek Listeria monocytogenes, ktérymi zanieczyszczono prob-
ki sera typu mozzarella i przechowywano je w temperaturze: 3, 6, 9, 12, 15 21 i 37 °C. Pomiaru wzrostu
liczby komorek L. monocytogenes dokonano za pomoca urzadzenia Bactometer M64 (bioMérieux), stosu-
jac zmodyfikowane, selektywne podtoze mikrobiologiczne. Do podtoza BHI (bioMérieux) wprowadzono
dodatek wybiodrczy do bulionu Frasera i dodatek wybiorczy amonowo-zelazowy(Ill) dla Listeria (Merck).
Otrzymane wyniki dopasowano do réwnania Baranyi’a i Robertsa i pordéwnano z modelami prognostycz-
nymi w programie ComBase Predictor. W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem temperatury przechowywania tempo namnazania patogenu byto wigksze, a wzrost liczby drob-
noustroju nastgpowal takze w warunkach chtodniczych. Zmodyfikowana pozywka mikrobiologiczna
umozliwita ilociowe okre$lanie liczby komorek Listeria z wykorzystaniem urzadzenia impedymetrycz-
nego.

Stowa kluczowe: mozzarella, Listeria monocytogenes, bezpieczenstwo zywnosci, mikrobiologia progno-
styczna

Wprowadzenie

Listeria monocytogenes to Gram-dodatnia pateczka nalezaca wraz z L. grayi, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. murrayi oraz L. welshimeri do rodziny Enterobac-
teriaceae. Pateczka ta nazywana jest czesto ,,bakteria lodowkowa”, gdyz patogen moze
rozwija¢ si¢ w warunkach chtodniczych (w zalezno$ci od sktadu fizykochemicznego
srodowiska), pomimo ze jej optimum temperaturowe wynosi 30 - 37 °C [2, 5, 6, 18,
29, 31]. Pateczki Listeria wywotuja chorobe zwana listerioza. Na listerioz¢ narazone sa
gtownie osoby majace nieprawidtowo funkcjonujacy uktad odpornosciowy, osoby
starsze, z chorobami nowotworowymi, z cukrzyca, marskoscia watroby, alkoholicy,
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kobiety cigzarne oraz noworodki, wsrod ktorych $§miertelnos¢ wynosi 40 % w przy-

padku zakazen wewnatrztonowych oraz 10 % w przypadku zakazen okotoporodowych

[4, 5,13, 16, 24, 30].

W 2011 roku na terenie UE zarejestrowano 107 zgloszen stwierdzajacych prze-
kroczenie dopuszczalnego poziomu Listeria w produktach spozywczych. Przekrocze-
nie dotyczylo m.in. ryb (61 razy, w tym 20 z Polski), seréw réznego typu z Francji
1 Wiloch (23 razy), pasztetow z Belgii, szynki i salami z Wtoch [21].

W wykrywaniu obecno$ci tego patogenu stosuje si¢, oprocz klasycznej metody
ptytkowej, metody alternatywne, wykorzystujace zmiang wlasciwosci fizykochemicz-
nych 1 biologicznych srodowiska rozwoju mikroorganizméw. Wsrod nich sa metody:
turbidymetryczne, filtracyjne, immunologiczne oraz wykorzystujace pomiar aktywno-
sci metabolicznej (impedymetria) [17]. Metoda impedymetryczna pozwala na wykry-
cie obecnosci oraz liczby mikroorganizmow w produkcie spozywczym, wykorzystujac
zmiang wlasciwosci elektrycznych podtoza [3]. Rozporzadzenie WE nr 178/2002 [22]
wprowadzito pojecie analizy ryzyka, w ktorym jednym z elementéw skladowych jest
ocena ryzyka mikrobiologicznego. Ocenie ryzyka mikrobiologicznego moze stuzy¢
mikrobiologia prognostyczna, ktora dostarcza informacji przydatnych w szacowaniu
ryzyka narazenia na niebezpieczenstwo konsumentow w przypadku produktu zanie-
czyszczonego, ktory mogh lub moze trafi¢ do obrotu [12, 28]. Wykorzystanie mikro-
biologii prognostycznej umozliwia ilosciowe prognozowanie wzrostu lub przezywal-
nos$ci drobnoustrojow [28].

Celem badan byto:

— okreslenie tempa wzrostu Listeria monocytogenes w serze typu mozzarella podczas
przechowywania w temp. 3 - 37 °C z wykorzystaniem alternatywnej metody po-
miaru,

— zbadanie mozliwo$ci przystosowania metody impedymetrycznej do szybkiej mi-
krobiologicznej analizy ilosciowe;,

— wykorzystanie uzyskanych wynikéw w mikrobiologii prognostyczne;j.

Material i metody badan

Ser typu mozzarella, zakupiony w sklepie detalicznym, pochodzit z trzech roz-
nych partii produkcyjnych. Probki sera przebadano na obecno$¢ L. monocytogenes
(zgodnie z norma PN-EN ISO 11290-1:1999/A1) [19]. Podzielono go na probki o ma-
sie 25 g, a nastgpnie zanieczyszczano hodowla Listeria monocytogenes (szczepy 3
i 38) pozyskanych z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci (Wydzial Nauki
o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie). Probki sera zanieczysz-
czono dziesigciokrotnym rozcienczeniem (trzykrotny pasaz hodowli bulionowej) L.
monocytogenes zapewniajacym liczbe¢ komorek na poziomie ok. 3 log jtk/g. Przygoto-
wano po 15 probek produktu dla 7 wariantdw temperatury. Zanieczyszczone probki
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przechowywano w inkubatorach precyzyjnych z chtodzeniem ICP 500 (Memmert)
wtemp. 3, 6,9, 12,15,21137°C.

Bactometer (bioMérieux) wykorzystuje zjawisko impedancji (zmiana przewodno-
sci elektrycznej pozywki podczas namnazania bakterii w zatozonej temperaturze wzro-
stu) [33]. W celu okres$lania liczby komorek Listeria monocytogenes w produkcie do-
konano kalibracji bactometru w odniesieniu do klasycznej metody plytkowej (wedtug
zalecen instrukcji obstugi urzadzenia). W metodzie ptytkowej uzywano podtoza Chro-
mocult Agar (Merck) wedlug Ottavianiego i Agostiego (ALOA) do wykrywania
1 oznaczania liczby Listeria monocytogenes (wg ISO 11290-2:1998/Amd 1:2004) [9],
za§ w systemie impedymetrycznym zmodyfikowana pozywke BHI (ang. Brain Heart
Infusion, bioMérieux). Pozywke te celowo wzbogacono w dodatek selektywny Frasera
(Merck), zawierajacy akryflawing i kwas nalidiksowy (inhibitory wzrostu innych ga-
tunkéw drobnoustrojow) oraz dodatek wzbogacajacy z cytrynianem zelazowo-
amonowym (Merck) (stymulujacy wzrost liczby komorek Listeria) [11, 14, 32].
W celu okreslenia selektywno$ci zmodyfikowanej pozywki przebadano probki sera
niezanieczyszczonego pateczkami L. monocytogenes. Bactometr nie wykryt zmian
w impedancji podioza.

Pomiarow impedymetrycznych dokonywano za pomoca modutéw baktometrycz-
nych skladajacych si¢ z 16 wyposazonych w elektrody celek. Do kazdej z nich doda-
wano 1 ml zmodyfikowanej, sterylnej pozywki BHI oraz 1 ml homogenatu badanego
produktu, ktéry otrzymano poprzez dodanie 225 ml wody peptonowej (Merck) do 25 g
przechowywanej probki (homogenizator typu Stomacher, Interscience). Czas, po kto-
rym dokonywano pomiaru liczby komoérek zalezal od dynamiki wzrostu patogenu
w poszczegolnych temperaturach przechowywania. Z kazdej probki wykonywano ana-
liz¢ mikrobiologiczna w trzech powtdrzeniach, za wynik przyjmujac $rednia arytme-
tyczna z poszczegolnych pomiardw.

Whiyniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono krzywa kalibracji uzyskana w programie komputero-
wym obstugujacym system impedymetryczny. Wykreslono ja poprzez przypisanie
uzyskanym czasom detekcji DT (czas, po ktorym nastgpuje istotna zmiana impedancji
pozywki w wyniku namnazania drobnoustroju), otrzymanych z kolejnych 10-krotnych
rozcienczen hodowli Listeria monocytogenes, liczby jednostek tworzacych kolonie
(odczytanych z ptytek Petriego z podtozem ALOA). Program komputerowy obstuguja-
cy urzadzenie wyznaczyt rGwnanie regresji liniowej. Réwnanie mialo postac:

log jtk/g =-0,45x DT + 10,34
(gdzie: DT — czas detekcji), a wspotezynnik determinacji R* = 0,98.
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Rys. 1. Krzywa kalibracji umozliwiajaca okreslanie liczby komorek Listeria monocytogenes w serze
typu mozarella.

Fig. 1. Calibration curve to determine the number of cells of Listeria monocytogenes in mozzarella
cheese.

Oprocz monitorowania liczby drobnoustrojéw w produkcie finalnym, istnieje
mozliwos¢ prognozowania matematycznego wzrostu/przezywalnosci badanych bakte-
rii. Model prognostyczny w aplikacji ComBase Predictor (CP) (wykorzystujacy réw-
nanie Baranyi’a i Robertsa) umozliwial symulacje wzrostu liczby drobnoustrojow
w okreslonych warunkach srodowiska. Modele prognostyczne (zawarte w programach
typu CP) tworzone sa na podstawie wynikéw badan prowadzonych na zmodyfikowa-
nych (zréznicowanych pod wzgledem sktadu fizykochemicznego) pozywkach synte-
tycznych. Wykorzystanie tego typu aplikacji pozwala na poréwnanie wygenerowanych
modeli prognostycznych w CP z wynikami uzyskanymi w badaniach na produktach
spozywczych. Zaobserwowano réznice w dynamice wzrostu liczby komorek Listeria
miedzy wygenerowanymi w CP a uzyskanymi podczas badan eksperymentalnych.

Aplikacja komputerowa wspomagajaca oceng ryzyka mikrobiologicznego jest
ComBase DMFit (ang. Dynamic Modelling Fit). Wykorzystuje ona réwniez rdwnanie
Baranyi’a i Robertsa [1, 10]. Program umozliwia dopasowanie modelu prognostyczne-
go do wynikéw otrzymanych w badaniach. Ponadto wyznacza parametry takie, jak:
czas trwania lagfazy oraz maksymalne tempo wzrostu liczby bakterii.

Wyniki badan wlasnych wprowadzono do aplikacji DMFit i otrzymano krzywe
i parametry wzrostu L. monocytogenes. Uzyskane krzywe wzrostu poréwnano z krzy-
wymi wygenerowanymi w programie CP. Program CP generowat prognozy na pod-
stawie wynikow badan pochodzacych z zanieczyszczonych Listeria zmodyfikowanych
pozywek (z uwzglednieniem pH, zawartosci NaCl), podobnych do parametrow fizyko-
chemicznych sera typu mozzarella uzytego w badaniach.

Podczas przechowywania zanieczyszczonych probek sera w temp. 3 °C, wzrost
liczby drobnoustrojow (rys. 2A) z poziomu poczatkowego — 3 log jtk/g do poziomu
najwyzszego — 7 log jtk/g nastapil po 408 h (tab. 1). Przyrost liczby komorek w po-
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czatkowej fazie przechowywania probek byt bardzo powolny, dopiero po ok. 200 h
zaobserwowano wzrost logarytmiczny. Wyniki badan byly podobne do przebiegu
krzywych wzrostu wyznaczonych w CP. Maksymalne tempo wzrostu liczby komorek
w temp. 3 °C wyniosto 0,0112 1/h (wyliczone w aplikacji DMFit). W DMFit wyliczo-
no réwniez czas trwania lagfazy (130 h). W temp. 6 °C zaobserwowano szybsze tempo
wzrostu niz w temp. 3 °C (0,0159 1/h) (rys. 2B). W tej temperaturze faze logarytmicz-
nego wzrostu stwierdzono rowniez po ok. 200 h. Maksymalny poziom populacji we-
dhug wyliczenh w DMFit na podstawie uzyskanych wynikdéw osiagni¢to po 360 h (tab.
1). Podobna tendencj¢ zaobserwowano w programie CP.

W temp. 9 °C (rys. 2C) maksymalny wzrost liczby komorek L. monocytogenes
zaobserwowano po 144 h przechowywania (z poziomu 3 log jtk/g do 5 log jtk/g).
Maksymalne tempo wzrostu wyniosto 0,0236 1/h, za$ lagfaza — 30 h (wyliczenia
w ComBase DMFit). Podobny poziom L. monocytogenes w CP uzyskano po 200 h
przechowywania w temp. 12 °C (rys. 2D). Wzrost liczby komorek L. monocytogenes
nastgpowat bezposrednio po zanieczyszczeniu materiatu badawczego. Maksymalne
tempo wzrostu wynosito 0,0326 1/h (DMFit), a faze stacjonarng osiagnigto po ok.
100 h przechowywania. Lagfazy nie zaobserwowano rowniez podczas przechowywa-
nia probek w temp. 15, 21 1 37 °C (rys. 2E, F, G). Maksymalne tempa wzrostu wynio-
sty odpowiednio: 0,0586, 0,0216 i 0,5635 1/h (DMFit) w temp. 15, 21 i 37 °C. Uzy-
skane wyniki z poszczegoélnych temperatur eksperymentalnych wprowadzono do
aplikacji DMFit, uzyskujac wspotczynniki determinacji R* éwiadczacy o jakosci dopa-
sowania uzyskanych rezultatow do modelu Baranyi’a i Robertsa. Najnizsze wartosci
wspolczynnika uzyskano w przypadku danych pochodzacych z badan prowadzonych
w temp. 3 i 6 °C (R*= odpowiednio: 0,68 i 0,78). Lepszym dopasowaniem do modelu
prognostycznego charakteryzowaly si¢ wyniki z temp. 9, 12, 15, 21 i 37 °C (R* = od-
powiednio: 0,84, 1,0, 0,86, 0,93 1 0,94).

Na przezywalno$¢ L. monocytogenes w okreslonym produkcie spozywczym moze
mie¢ wptyw wiele czynnikow. Bakterie te wykorzystuja jako zrédlo energii: alkohole,
kwasy organiczne, ttuszcze 1 inne substancje organiczne. Ser mozzarella stanowi dobre
srodowisko rozwoju L. monocytogenes ze wzgledu na parametry fizykochemiczne.
Zaobserwowany w badaniach wlasnych, w niskich temperaturach przechowywania,
dhuzszy czas trwania lag fazy niz w CP moégt wynika¢ ze wspotzawodnictwa bakterii
fermentacji mlekowej (mikroflora technologiczna). Dominujacym czynnikiem wpty-
wajacym na tempo namnazania patogenu byla temperatura, o czym $wiadczy brak fazy
adaptacyjnej w przypadku zanieczyszczonych probek przechowywanych w temp. 15,
21137 °C [25, 26]. Stecchini 1 wsp. [27] badali zachowanie L. monocytogenes w temp.
5 °C w serze typu mozzarella oraz w obecnosci bakterii z gatunku Lactocococcus lac-
tis. Badacze ustalili czas trwania lagfazy na poziomie 91 h oraz maksymalne tempo
wzrostu wynoszace 0,0314 1/h (wyliczenie w aplikacji ComBase DMFit). Wzrost licz-
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by drobnoustrojéw nastgpowal przez ok. 270 h z poziomu 2 log jtk/g do 5 log jtk/g.
Wymienieni autorzy uzyskali dwukrotnie szybsze tempo wzrostu patogenu w porow-
naniu z badaniami wlasnymi w temp. 6 °C, podczas podobnego czasu przechowywa-
nia. Menon i Garg [15], ktérzy badali wptyw olejku gozdzikowego na L. monocytoge-
nes w serze w temp. 7 °C, rdbwniez zaobserwowali wzrost liczby komoérek patogenu.
Wykazali oni maksymalne tempo wzrostu na poziomie 0,0365 1/h i czas trwania lagfa-
zy — 11 h. Wzrost liczby komérek z poziomu poczatkowego 4 log jtk/g do poziomu
6 log jtk/g trwat ok. 80 h. Zaobserwowali dwukrotnie szybsze maksymalne tempo
wzrostu, krotsza lagfaze oraz mniejszy przyrost liczby komoérek w poréwnaniu z bada-
niami wlasnymi w temp. 6 °C.

Tabela 1. Zestawienie wyznaczonych parametrow (ComBase DMFit) opisujacych zachowanie L. monocy-
togenes w serze mozzarella.

Table 1. Compilation of calculated parameters (ComBase DMFit)describing the behaviour of L. mono-
cytogenes in mozzarella cheese.

Parametry Temperatura / Temperature [°C]
Parameters 3 6 9 12 15 21 37
Lagfaza

200 200 30 0 0 0 0
Lag phase [h]

Maksymalne tempo wzrostu
i 1 0,0112 | 0,0159 | 0,0236 | 0,0326 | 0,0586 | 0,0216 | 0,5635
Maximum growth rate [h™']

Maksymalna ggsto$¢
populacji [log jtk/g]
i } ) 6,72 6,29 7,21 6,91 7,32 7,61 7,09
Maximum population density

[log cfu/g]

Czas uzyskania maksimum
populacji

. i i 408 360 192 216 168 168 48

Time to achieve maximum

population [h]

Czas generacji
89,3 62,9 424 30,7 17,1 46,3 1,8

Generation time [h]
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Rys. 2. Zestawienie otrzymanych wynikow (oraz dopasowanych w aplikacji DMFit) wzrostu liczby
paleczek Listeria monocytogenes w serze mozzarella podczas przechowywania w temp.: 3 °C
(A), 6 °C (B), 9 °C (C), 12 °C (D), 15 °C (E), 21 °C (F) 1 37 °C (G) z modelem prognostycznym
CP.

Fig. 2.  Comparison of obtained results (that match DMFit application) of growth of Listeria monocyto-
genes in mozzarella cheese during storage at: 3 °C (A), 6 °C (B), 9 °C (C), 12 °C (D), 15 °C (E),
21 °C (F) and 37 °C (G) with CP predictive model.
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Okreslenie obecnosci, a w szczegdlnych przypadkach rowniez liczby komorek L.
monocytogenes w produktach spozywczych nalezy do producenta zywnos$ci. Zgodnie
z rozporzadzeniem Komisji Europejskiej nr 2073 z 2005 roku [23] dla zywnosci goto-
wej do spozycia, w ktorej mozliwy jest wzrost L. monocytogenes, niebedacej zywno-
$cig przeznaczong dla niemowlat ani zywnos$cia specjalnego medycznego przeznacze-
nia, okreslono warto$¢ maksymalna liczby komorek L. monocytogenes — 100 jtk/g.
W rozporzadzeniu zaproponowano referencyjna metode okreslania liczby Listeria
monocytogenes w produktach spozywczych (ISO 11290-2) [20]. Metoda klasyczna
(ptytkowa) jest czasochtonna, dlatego po walidacji metody alternatywnej w stosunku
do metody referencyjnej ilosSciowe okreslanie liczby komoérek drobnoustroju mozna
dokona¢ w znacznie krotszym czasie. Ma to duze znaczenie w przypadku produktow
o krotkim terminie przydatnosci do spozycia, a begdacych juz w tancuchu
dystrybucyjnym. Obecnie istnieja na rynku nowsze aparaty wykorzystujace zjawisko
impedymetrii, ktore po wlasciwym przystosowaniu z powodzeniem mozna zastosowac
do ilosciowego okreslania ryzyka rozwoju wielu grup patogendéw w réznych produk-
tach spozywczych. W celu zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego zywnoS$ci
i przewidywania zagrozen mozna wykorzysta¢ bazg danych ComBase. Baza danych
dziata w systemie online, zawiera wyniki badan oraz programy komputerowe, ktore
umozliwiaja prognozowanie wzrostu liczby drobnoustrojow przy uwzglednieniu roz-
nych czynnikow $rodowiska. Po walidacji na podstawie wtasnych danych eksperymen-
talnych, aplikacja moze by¢ uzyteczna w prognozowaniu zachowania réznych gatun-
kéw drobnoustrojow (w tym patogenow) [7]. Programy tego typu mozna wykorzystac¢
w zaktadach przemystowych na etapie analizy zagrozen, szacowania ryzyka mikrobio-
logicznego czy weryfikacji wynikow badan prowadzonych przez przyzaktadowe labo-
ratoria i instytucje publiczne zajmujace si¢ nadzorem sanitarnym. Obecnie powstaja
bazy danych zawierajace modele wzrostu drobnoustrojow na podstawie wynikow ba-
dan konkretnych produktow spozywczych. Przyktadem moze by¢ portal internetowy
Wama Predictor, w ktérym znajduja si¢ modele wzrostu/przezywalno$ci roznych pato-
gendw w wybranych produktach mleczarskich i migsnych [8].

Whioski

1. Alternatywne metody pomiaru liczby komoérek wykorzystujace zjawisko impedy-
metrii po wykalibrowaniu urzadzenia i zmodyfikowaniu pozywki moga by¢ przy-
datne do szybkiego ilosciowego okreslania bakterii Listeria monocytogenes w serze
typu mozzarella.

2. Wyniki badan pozyskane podczas przechowywania Listeria monocytogenes w serze
typu mozzarella i dopasowane do modelu Baranyi’a w ComBase DMFit sa zblizone
do prognoz wygenerowanych w CP.
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3.

Program CP generuje krzywe wzrostu liczby komorek Listeria monocytogenes za-
pewniajace margines bezpieczenstwa prognoz w zakresie danych eksperymental-
nych w temp. 3 - 37 °C, co pozwala na korzystanie z niego podczas szacowania ry-
zyka mikrobiologicznego produktow o podobnych parametrach fizykochemicznych.

Praca naukowa finansowana ze sSrodkow Narodowego Centrum Badan

i Rozwoju w ramach projektu badawczego pt. ,,Zastosowanie mikrobiologii progno-
stycznej do modelowania bezpieczenstwa zZywnosci” (N R12 0097 06).
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ESTIMATING CELL GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES
IN MOZZARELLA CHEESE USING IMPEDIMETRIC DEVICE

Summary

The objective of the research study was to determine the count of Listeria monocytogenes, used to
contaminate the samples of mozzarella cheese that were stored at a temperature of 3, 6, 9, 12, 15, 21, and
37 °C. The L. monocytogenes cell growth was measured by a M64 Bactometer device (bioMerieux) using
a modified, selective microbiological culture medium. Into the BHI medium (bioMérieux) were added:
a selective additive to a Fraser broth and a selective iron (III) ammonium additive for Listeria (Merck).
The results obtained were adjusted to match the Baranyi and Roberts equation and compared with the
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predictive models in ComBase Predictor. Based on the research results obtained, it was found that, along
with the increasing storage temperature the rate of proliferation of the pathogen increased, and, also, re-
ported was the increase in the count of organisms under the cooling conditions. The modified culture
medium made it possible to determine quantitatively the count of Listeria cells with the use of an impedi-
metric device.

Key words: mozzarella cheese, Listeria monocytogenes, food safety, predictive microbiology
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