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Streszczenie

Na rozw6j metody szacowania ryzyka mikrobiologicznego (MRA) miaty wptyw takie czynniki, jak:
stosowanie systemu HACCP w zaktadach branzy spozywczej; preferowanie przez konsumentow $wie-
zych, mniej przetworzonych produktow zywnosciowych; okreslenie bezpiecznego okresu przechowywa-
nia r6znych rodzajow produktow zywnosciowych; zmiana epidemiologii zatru¢ i zakazen pokarmowych
ze wzgledu na pojawienie si¢ zagrozenia nowymi rodzajami drobnoustrojow oraz obnizona odporno$é
u coraz wigkszej liczby ludzi.

Do analizowania wzrostu drobnoustrojow w surowcach i produktach mleczarskich mozna zastosowac,
oprocz klasycznej metody ptytkowej, rowniez zjawisko impedancji. Zasada oznaczen z wykorzystaniem
impedymetrii polega na ocenie zmiany opornosci elektrycznej pozywek hodowlanych, wywotanej wzro-
stem roznych mikroorganizméw lub specyficznej ich grupy.

Celem pracy bylo okreslenie przydatnosci systemu monitorujacego Bactometer M 64 do analizy
wzrostu i przezywalnosci drobnoustrojéw w modyfikowanych pozywkach mikrobiologicznych.

W badaniach wykorzystano modelowe produkty uzyskane przez modyfikacj¢ pozywki (bioMerieux),
stosujac dodatek kwasu mlekowego, soli kuchennej i azotanu(V) sodu. Doswiadczenie wykonano
z udziatem gramujemnych pateczek Escherichia coli 22. Analizy mikrobiologiczne przeprowadzono
metoda z zastosowaniem impedymetrycznego systemu monitorujacego. Uzyskiwane wyniki (czas detek-
cji) moga by¢ przydatne w mikrobiologii prognostycznej umozliwiajac okreslenie reakcji mikroorgani-
zmoOw na zmieniajace si¢ warunki w zywnosci.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, system impedymetryczny, szacowanie ryzyka mikrobio-
logicznego.

Wprowadzenie

Wozrastajaca zapadalnos¢ na choroby spowodowana jest w wielu krajach wystg-
powaniem drobnoustrojow chorobotwodrczych w zywnosci [1, 6]. W zwiazku z tym
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Swiatowa Organizacja ds. Rolnictwa i Wyzywienia (FAO) i Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) podjety problematyke bezpieczenstwa zywno$ci na poziomie naro-
dowym, jak i migdzynarodowym. Ocena ryzyka zwiazanego ze spozywana zZywnoscia
dostarcza informacji, ktore pozwalaja lepiej zrozumie¢ wzajemne oddziatywanie mig-
dzy drobnoustrojami, zywnoS$cig i chorobami ludzkimi. Dzigki niej istnieje mozliwosé
stworzenia narzedzi pozwalajacych na identyfikacj¢ i zoptymalizowanie ryzyka mikro-
biologicznego [1].

Oszacowanie ryzyka mikrobiologicznego (ang. Microbiological Risk Assessment
—MRA) jest metoda umozliwiajaca:

e oszacowanie ryzyka (identyfikacja zagrozen, charakterystyka zagrozen, oszacowa-
nie narazenia i charakterystyka ryzyka),

e zarzadzanie ryzykiem (wywazona polityka konsultacji miedzy wszystkimi zainte-
resowanymi stronami, rozwazajacymi oszacowanie ryzyka i innymi czynnikami
zwiazanymi z ochrong zdrowia konsumentéw oraz promowaniem uczciwych prak-
tyk handlowych, majaca na celu opracowanie i wprowadzenie w Zycie strategii
kontrolujacych ryzyko),

e komunikacj¢ ryzyka (wymiana informacji i opinii przez proces analizy ryzyka
dotyczacy zagrozen i ryzyka oraz czynnikow wplywajacych na ryzyko, pomigdzy
odpowiedzialnymi za analiz¢ i zarzadzanie ryzykiem, konsumentami, przemystem,
spotecznosciami naukowymi oraz innymi zainteresowanymi stronami) [1, 5, 9, 10].

Analizy mikrobiologiczne prowadzone w celu kontroli wzrostu drobnoustrojow sa
bardzo dlugotrwate, kosztowne i nie w petni skuteczne. Metodyka badan kontrolnych
pozwala oceni¢ zmiany sensoryczne, chemiczne i fizykochemiczne nie udzielajac odpo-
wiedzi do momentu, gdy w produkcie nie bedzie wystarczajaco duzej liczby drobnoustro-
jow niepozadanych, czyli gdy zepsucie produktu jest ewidentne. Rozwigzaniem moze
by¢ prognozowanie mikrobiologiczne umozliwiajace przewidywanie rozwoju, przezy-
walnosci lub inaktywacji mikroorganizméw w produktach spozywczych [7].

Okreslenie reakcji mikroorganizmow na czynniki wptywajace na wzrost drobnou-
strojow w zywnos$ci umozliwia przewidywanie ich zachowania w Zywnosci na podsta-
wie wykonanych w przesztosci badan [2]. Mikrobiologia prognostyczna jest obiecuja-
cym i szybko rozwijajacym si¢ obszarem nauki o zywnosci, ktory nabrat znaczacej
naukowej wagi w ostatnich latach. Laczy ona w sobie takie dziedziny nauki, jak: ma-
tematyka, technologia, chemia i mikrobiologia, ktore daja mozliwo$¢ przewidywania
zachowan mikroorganizméw w zywnosci w danych warunkach [10].

Do badan mikrobiologicznych produktéw spozywczych wykorzystuje si¢ oprocz
klasycznych metod takze metode impedymetryczna. Zasada oznaczania polega na oce-
nie zmiany impedancji pozywek hodowlanych, wywolanej wzrostem wszystkich mi-
kroorganizméw lub specyficznej ich grupy [3]. Zywe komérki w czasie wzrostu
i namnazania powoduja zmiang sktadu pozywki, przeksztalcajac stabo zdysocjowane
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lub niezdysocjowane zwiazki wielkoczasteczkowe (polisacharydy, thuszcze, biatka) do
dobrze dysocjujacych zwiazkéw o mniejszej masie molekularnej, takich jak: kwasy
organiczne, kwasy tlhuszczowe, aminokwasy. W miarg¢ gromadzenia produktow meta-
bolizmu nastgpuje obnizenie oporu medium w czasie przeptywu pradu elektrycznego
pomigdzy elektrodami zanurzonymi w hodowli mikroorganizméw, co zostaje zareje-
strowane przez instrument pomiarowy [8].

Celem pracy byto okreslenie przydatno$ci systemu monitorujacego Bactometer
M 64 do analizy wzrostu i przezywalnosci drobnoustrojow w modyfikowanych po-
zywkach mikrobiologicznych.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano mikrobiologiczny system monitorujacy Bactometer M64
firmy bioMerieux. Impedymetr ten sktada si¢ z jednej jednostki pomiarowej — inkubatora
sprzezonego z komputerem. Jednostka pomiarowa sktada si¢ z dwoch oddzielnych komor
o indywidualnym systemie grzewczo-chtodniczym i regulowanej temperaturze w zakre-
sie od 8 do 55°C, z doktadnoscia do 0,1°C. W kazdej komorze sa gniazda na wprowadze-
nie dwoch lub czterech moduléw hodowlanych. Zapisywane zmiany parametrow elek-
trycznych tworza krzywa impedancji analogiczna do krzywej wzrostu bakterii. Czas li-
czony od rozpoczecia hodowli drobnoustrojow do pojawienia si¢ tej istotnej zmiany
okresla si¢ pojeciem czasu detekcji — czasu wykrycia (DT — Detection Time) [4, 7].

Badania przeprowadzono wykorzystujac szczep Escherichia coli 22 (wyizolowany
z materialu klinicznego z laboratorium bakteriologicznego Szpitala Wojewodzkiego w
Olsztynie) pozyskany z kolekcji Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci, Wy-
dzialu Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Bakterie
przechowywano na skosie agarowym. Przed przystapieniem do badan szczep pasazowa-
no w bulionie odzywczym w temp. 37°C/18h (czas po ktorym liczba jednostek tworza-
cych kolonie jest rzedu 1,5-2 x 10° w cm®). Prowadzono kontrole liczby bakterii (posiew
na plytki Petriego z agarem odzywczym) w pozywce namnazajacej do uzyskania zblizo-
nej liczby j.tk. w 1 cm® w kazdym dniu. Analizowano zachowanie si¢ bakterii Escheri-
chia coli 22 w 27. zmodyfikowanych pozywkach wykonanych na bazie pozywki selek-
tywnej (CM — firmy bioMerieux) (tab. 1). Pozywke modyfikowano w celu zréznicowania
warunkéw wzrostu drobnoustrojow. Modyfikacji dokonano przez dodatek NaCl i NaNO,
w roznych st¢zeniach oraz kwasu mlekowego (do uzyskania zadanego pH). Przygotowa-
ny ,,produkt” zaszczepiono bakteriami do poziomu 1,5-2 x 10*j.t.k./cm’. Do celek modu-
tu baktometru wprowadzano po 2 cm® zmodyfikowanych pozywek ze stata liczba bakterii
(okoto 3—4 x 10* j.t.k/em®). Przygotowane pozywki przed zaszczepieniem poddawano
sterylizacji w autoklawie w temp. 121°C/15 min.

Zaszczepione pozywki w celkach modutow umieszczonych w baktometrze inku-
bowano w temp. 37°C przez 48 h.
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Doswiadczenie wykonano pigciokrotnie. Kazda probe przeprowadzono w trzech
powtorzeniach.

Omoéwienie wynikow

W poszczegdlnych niezaleznie pracujacych celkach modutow uzyskano rézny
czas detekcji (tab. 1). Zalezno$ci pomigdzy sktadnikami pozywki wplywajacymi na
czas wykrycia przedstawiono w postaci wykresow stupkowych (rys. 1-3) wyliczajac
$rednie arytmetyczne DT z pigciu wykonanych do$wiadczen. Swiadczy to o réznym
stopniu wzrostu drobnoustrojow w stworzonych warunkach. W probkach o stgzeniu
0,5% NaCl czas detekcji byl odwrotnie proporcjonalny do wartosci pH pozywki

Stezenie NaCl 0,5% Stezenie NaCl 1,0%
Concentration rates of NaCl 0,5% Concentration rates of NaCl 1,0%

Czas detekcji [h]

Detection time [h]
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Rys. 1.  Wplyw pH i NaNOs na czas detekcji Escherichia coli przy trzech st¢zeniach NaCl: 0,5; 1,0;
1,5 [%].

Fig. 1. The effect of pH and NaNO; on the detection time of Escherichia coli for the three concentra-
tion rates of NaCl: 0,5;1,0; and 1,5 [%].
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(rys. 1). Przy pH 6,5, st¢zenie NaNO; (w przedziale 0—40 ppm) nie mialo wptywu na
wzrost bakterii. W tym przypadku czas detekcji ksztattowal si¢ na poziomie okoto
4,2 h. Stosujac pozywke o pH 5,5 nastapito wydtuzenie DT w zakresie 0,8—1,2 h. Naj-
krotszy czas detekcji (4,92 h) wystapit w pozywce bez dodatku NaNOs, najdtuzszy
(5,44 h) w probee o stezeniu 20 ppm NaNOs.

Stezenie NaNO; 0 ppm Stezenie NaNO; 20 ppm
Concentration rates of NaNO; 0 ppm Concentration rates of NaNO; 20 ppm
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Rys. 2. Wptyw pH i NaCl na czas detekcji Escherichia coli przy trzech roznych stgzeniach NaNOs: 0;
20; 40 [ppm].

Fig. 2.  The effect of pH and NaCl on the detection time of Escherichia coli for the three concentration
rates of NaNOs: 0; 20; and 40 [ppm].

Przy 1,5% stezeniu NaCl i pH 6,5 czas detekcji bakterii ksztattowat si¢ w zakresie
5,12-5,15 h zard6wno w probce bez NaNQ;, jak i przy stezeniu 20 ppm, za$ przy steze-
niu 40 ppm NaNO; nastapit wyrazny wzrost DT od 1 h do 6,16 h. Zmniejszajac pH
pozywki do 5,5 czas detekcji wzrastat do 6,62 h przy stezeniu 40 ppm, 6,84 h w probce
bez NaNO; 17,05 h przy stezeniu 20 ppm. Dalszy wzrost kwasowosci powodowat
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wzrost DT do 8,02 h w przypadku stezenia 20 ppm oraz do 7,15 h przy 40 ppm i 7,24 h
w probee bez dodatku NaNO;.

pH 6,5 pH 5,5

Czas detekgiji [h]
Detection time [h]

Czas detekgji [h]
Detection time [h]

40 ’ )
NaNO, 20 1 15
fopmi NaCl [%]

NaNO; ;15
0 05 0
[ppm] NaCl [%]

pH 5,2

Czas detekcji [h]
Detection time [h]

NaNO; 4 15
[ppm] 0 05 NaCl [%]
Rys. 3. Wplyw NaCl i NaNO3 na czas detekcji Escherichia coli przy trzech wartosciach pH: 6,5; 5,5;
5,2.

The effect of NaCl and NaNO3 on the detection time of Escherichia coli for the three values of
pH: 6,5; 5,5; 5,2.

Fig. 3.

Whioski

1. System impedymetryczny Bactometer M64 z powodzeniem moze by¢ uzywany do
okreslania czasu detekcji drobnoustrojow w produktach spozywczych.

2. Urzadzenie daje mozliwos¢ obserwacji zachowania drobnoustrojow w roznych
warunkach §rodowiska.

3. Zastosowanie systemu impedymetrycznego moze stac si¢ narzgdziem technik mo-

delowania mikrobiologicznego, pozwalajacym szybko okresli¢ reakcje mikroorga-
nizmdéw na zmieniajace si¢ warunki w Zywnosci.
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AN ATTEMPT AT ASSESSING MICROBIAL GROWTH USING IMPEDIMETRY
Summary

The development of Microbiological Risk Assessment (MRA) was conditioned by the following fac-
tors: application of HACCP system in food industrial plants; fact that consumers prefer fresh and less
processed food products, prerequisite to determine the duration of safe storage of various types of food
products; changes in the epidemiology of food poisoning and food infections owing to risks resulting from
the occurrence of new microorganisms; and lower immunity of more and more people.

Besides the classic plate method of analysing the growth of microorganisms in raw materials and dairy
products, a method using the phenomenon of impedance can be applied. Such a determination method
involving impedimetry includes the assessment of changes in electrical resistance of a bacterial culture
medium, which is generated by the growth of various strains of bacteria or by their specific group.

The objective of this study was to determine the usefulness of a Bactometer M 64 monitoring system
for analysing the growth and survival potential of microorganisms in some modified microbiological
mediums. In the research, model products were applied. They were manufactured by modifying
a ‘bioMerieux’ medium with lactic acid, sodium chloride, and sodium V nitrate. The experiment was
carried out on the Escherichia coli 22. Microbiological analyses were conducted using an impedimetric
monitoring system. The results obtained (time of detection) could appear useful for predictive microbiolo-
gy as they could be successfully applied to determine reactions of microorganisms towards changing
conditions in food.

Key words: predictive microbiology, impedimetric method, microbiological risk assessment.



