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Streszczenie

Obserwuje si¢ wzrost zachorowan wynikajacy z obecnosci drobnoustrojow chorobotworczych w pro-
duktach spozywczych. Proces szacowania ryzyka umozliwia ocen¢ narazenia zdrowia czlowieka na mi-
kroorganizmy obecne w zywnosci. Narzedziem do ilo$ciowej oceny zachowania drobnoustrojow w zyw-
nosci s modele prognostyczne.

Celem pracy byla ocena przezywalnos$ci bakterii Bacillus cereus w serach typu feta i mozzarella pod-
czas przechowywania w temperaturze 3 - 15 °C, przy uzyciu impedymetrycznego systemu Bactrac oraz
opracowanie wynikow metoda mikrobiologii prognostyczne;.

Zastosowano aplikacjg DMFit i porownano parametry wzrostu z danymi uzyskanymi w programie
prognostycznym ComBase Predictor (CP). Prognozy w CP pochodza z danych uzyskanych na pozywkach
mikrobiologicznych (zmodyfikowanych pod wzgledem sktadu).

Stwierdzono, ze sery typu feta i mozzarella w przyjetych warunkach do$wiadczenia stanowity dobra
pozywke do rozwoju bakterii B. cereus. Uzyskane z do§wiadczen oraz wyliczen matematycznych modele
wzrostu B. cereus podczas przechowywania serow typu feta i mozzarella roznity si¢ od prognoz uzyska-
nych w programie CP. Parametrem wzrostu okreslajacym bezpieczenstwo mikrobiologiczne serow typu
feta i mozzarella byt czas trwania lag fazy.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, Bacillus cereus, feta, mozzarella, bezpieczenstwo zywnosci

Wprowadzenie

Odnotowuje si¢ coraz wigcej przypadkdw zachorowan bedgcych skutkiem spozy-
cia zywnosci zanieczyszczonej mikroorganizmami chorobotworczymi. Dzigki poste-
powi wiedzy w zakresie mikrobiologii i biotechnologii istnieje mozliwo$¢ skuteczniej-
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szej diagnozy patogenow wystepujacych w zywnosci i1 nastgpuje doktadniejsza reje-
stracja chorob odzywnosciowych [9,12].

Wedhug zalecen Kodeksu Zywnosciowego [16], rozporzadzenia WE 178/2002
[18] i obowigzujacej ustawy o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia z 2006 r. [21]
nalezy prowadzi¢ proces oceny ryzyka. Proces ten powinien laczyé cele zwigzane
z zapewnieniem bezpieczenstwa produkciji zywnos$ci 1 zdrowia publicznego. Rezulta-
tem tego procesu jest mozliwo$¢ oceny niebezpieczenstwa narazenia zdrowia ludzkie-
g0 na drobnoustroje oraz stworzenie wytycznych do minimalizowania ryzyka ich wy-
stepowania [11, 15]. W celu zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia mikro-
biologicznego zywnosci wazny jest jej staty monitoring. Przydatne w tym zakresie sg
automatyczne systemy kontroli czystosci mikrobiologicznej. Pozwalajg one na jako-
sciowe lub ilosciowe oznaczanie réznych grup drobnoustrojow. Alternatywne metody
okreslania stanu mikrobiologicznego zywno$ci umozliwiaja uzyskanie wynikow
w znacznie krotszym czasie niz tradycyjne. Koszty takich analiz s duzo nizsze niz
metod tradycyjnych (np. klasycznej metody ptytkowej). Do automatycznych metod
monitorowania jakosci mikrobiologicznej zywnosci nalezy pomiar impedymetryczny.
Analiza polega na pomiarze przewodnosci elektrycznej w ukladzie: selektywna po-
zywka hodowlana — mikroorganizmy zawarte w badanej probce. System wskazuje
pomiar czasu detekcji, czyli momentu uzyskania okreslonego poziomu namnozenia
liczby komorek bakterii (zazwyczaj jest to detekcja zwigzana z przej$ciem z poziomu
lag fazy do fazy maksymalnego tempa wzrostu). Istnieje zalezno$¢, ze im wyzsza licz-
ba komorek bakterii w badanej probee, tym krétszy jest czas detekcji. Do ilosciowego
okreslania danego gatunku drobnoustroju niezbedne jest skorelowanie czasu detekcji
z liczbg mikroorganizmow wprowadzonych do celek pomiarowych. W celu zachowa-
nia porownywalnosci wynikow metody ptytkowej i pomiaru impedymetrycznego ko-
nieczne jest przeprowadzenie kalibracji urzadzenia, podczas ktorej opracowywane sg
krzywe kalibracyjne w odniesieniu do rezultatow uzyskanych klasyczng metoda ptyt-
kowa. Szybkiej analizie mikrobiologicznej stuza tez stosowane w przemysle spozyw-
czym urzadzenia wykorzystujgce zjawiska: pomiaru fotometrycznego, sygnatu fluore-
scencyjnego, reflaktancji, cytometrii przeplywowej oraz filtracji membranowej
z pomiarem bioluminescencji ATP [10, 12, 14].

Przydatnym narzedziem do szacowania ryzyka mikrobiologicznego jest mikrobio-
logia prognostyczna, ktdéra wykorzystuje modele matematyczne opisujgce przezywal-
no$¢ drobnoustrojow w zywnosci na podstawie wykonanych badan laboratoryjnych.
Ulatwieniem w wykorzystaniu tego narzedzia sg istnicjgce bazy danych i zawarte
w nich programy komputerowe (np. ComBase Predictor, WaMa Predictor) [4, 5, 17].

Celem pracy byta ocena przezywalnosci bakterii Bacillus cereus w serach typu fe-
ta i mozzarella podczas przechowywania w temperaturze 3 - 15 °C, przy uzyciu impe-
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dymetrycznego systemu Bactrac oraz opracowanie wynikow w aspekcie mikrobiologii
prognostyczne;.

Material i metody badan

Do badan przezywalno$ci B. cereus uzyto serow migkkich solankowych typu feta
(o zawartosci: 18 % tluszczu, 10 % biatka, 4 % NaCl) oraz seréw typu mozzarella
(o zawartosci: 19 % thuszezu, 17 % biatka, 1,5 % NaCl), wyprodukowanych przez
polskiego producenta. Sery pochodzily z handlu detalicznego, termin przydatnosci do
spozycia wynosil 6 miesiecy w przypadku fety oraz 21 dni — mozzarelli. Do badan
uzyto 5 réznych partii produkcyjnych seréw (5 powtdrzen do§wiadczenia).

Sery podzielono na 25-gramowe porcje i umieszczono w jatowych workach
umozliwiajacych homogenizacj¢ probek z ptynem do rozcienczen w urzadzeniu typu
Stomacher (Interscience).

W serach oznaczano kwasowo$¢ czynng (pehametr Lab 860, SI Analytics
GmbH).

Do kalibracji systemu Bactrac i zanieczyszczenia probek uzyto hodowli szczepow
B. cereus pochodzacych z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci UWM
w Olsztynie. Szczepy wyizolowano z serow twarogowych.

W celu okres$lania liczby komoérek Bacillus cereus w serach feta i mozzarella do-
konano kalibracji urzadzenia w odniesieniu do klasycznej metody ptytkowej. Wykona-
no szereg dziesigciokrotnych rozcienczen hodowli Bacillus cereus, ktore posiewano
jednoczesnie na ptytki Petriego z wybidrczym podtozem Mossela MYP (Merck) oraz
do specjalnych probowek z elektrodami i bulionem z dodatkiem selektywnym Bimedia
610 (Sy-Lab).

Uzyskane wyniki analiz w systemie Bactrac z szeregu kolejnych dziesigciokrot-
nych rozcienczen (w postaci czasu detekcji DT) wprowadzano do arkusza kalibracyj-
nego w oprogramowaniu obstugujacym urzadzenie. Kolejne etapy obejmowaty zdefi-
niowanie funkcji regresji liniowej, rodzaju testu oraz wprowadzenie wartosci
odczytanych w metodzie ptytkowej. System Bactrac analizowat inkubowane probki w
temperaturze optymalnego wzrostu liczby komorek B. cereus tj. 37 °C. W tej samej
temperaturze przechowywano ptytki Petriego w ciagu 48 h.

Probki zanieczyszczano patogenami (pasaz uaktywnionych szczepéw prowadzo-
ny na bulionie wzbogaconym) na poziomie ok. 3 log jtk/g i przetrzymywano w inkuba-
torach precyzyjnych z chtodzeniem (Memmert) w temp.: 3, 6, 9, 121 15 °C. W trakcie
przechowywania probek prowadzono oznaczenie liczby B. cereus systemem Bactrac.
Czas przechowywania uzalezniony byt od zastosowanej temperatury inkubacji, ktora
bezposrednio wplywala na tempo wzrostu B. cereus. Przygotowano po 15 zanieczysz-
czonych probek z kazdej partii sera i z kazdego wariantu temperatury przechowywania.
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Z uzyskanych wynikéw obliczano wartosci Srednie, ktére po zlogarytmowaniu
wprowadzano do aplikacji DMFit (dodatek (add in) do excela (MS Office)). DMFit
umozliwial dopasowanie modelu matematycznego Baranyi’ego i Robertsa do danych
cksperymentalnych. W celu wyznaczenia doktadno$ci modelu trzeciorzedowego
ComBase Predictor (CP) wygenerowane symulacje porownywano z otrzymanymi w
aplikacji DMFit modelami wzrostu B. cereus w serach typu feta i mozzarella. Program
CP jest jednym z narzg¢dzi internetowej bazy danych ComBase. Prognozy generowane
przez CP bazuja na wynikach uzyskanych z badan w zmodyfikowanych pod wzgledem
sktadu pozywkach mikrobiologicznych [1, 2, 3, 4].

Program umozliwiat ustawienie poziomu poczatkowej liczby komodrek roéznych
gatunkow bakterii, pH, aktywnosci wody, zawarto$ci kwasoéw organicznych, NaCl,
temperatury oraz czasu przechowywania. W programach DMFit (wartosci obserwowa-
ne w doswiadczeniu) i CP (wartosci prognozowane) oszacowano specyficzne tempo
wzrostu p [log jtk/h/g] oraz czas trwania lag fazy. Na podstawie tempa wzrostu (p)
w poszczegdlnych temperaturach przechowywania zanieczyszczonych produktow
przeprowadzono graficzng walidacj¢ otrzymanych modeli na podstawie rozlozenia
obserwowanych i prognozowanych wartosci wokot linii rownosci na wykresie.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie wynikow z kalibracji urzadzenia Bactrac oszacowano rownanie re-
gresji liniowej (R* = 0,98) o postaci:

log jtk/g =-0,3363 DT + 10,933, gdzie: DT — czas detekcji [h].

Réwnanie umozliwito ilosciowe okreslenie liczby komorek B. cereus w serach
typu feta i mozzarella w zaleznos$ci od czasu detekcji.

Badania prowadzono do momentu uzyskania pelnej krzywej wzrostu bakterii B.
cereus. W temp. 3, 6 1 9 °C czas ten wynosit 624 h i dotyczyl obydwu serow. W 12
i 15 °C wzrost bakterii w serze typu feta wynosit 220 h, a w serze typu mozzarella —
288 h. Dzigki aplikacji DMFit wyliczono wspotczynniki determinacji R* w poszcze-
golnych temperaturach eksperymentu (tab. 1). Wysokie wartosci wspotczynnikow R?
$wiadczg o dobrym dopasowaniu pierwszorzedowego modelu wzrostu wg Baranyi’ego
i Robertsa do danych eksperymentalnych

W programie CP wprowadzono wielko$ci parametréw zblizone do wihasciwosci
fizykochemicznych badanych seréw. W przypadku sera typu feta byly to wielkosci: pH
— 4.9, zawartos¢ NaCl — 4 %. Warto§¢ poczatkowej liczby bakterii w obydwu serach
ustawiono na poziomie 3 log jtk/g, natomiast czas przechowywania probek uzaleznio-
ny byt od trwania do§wiadczenia. W badaniach eksperymentalnych pH sera typu feta
wynosito 4,7 + 4,8 podczas catego okresu przechowywania. Program CP umozliwiat
wprowadzenie wartosci minimalnych pH 4,9 oraz 5 °C i takie wartosci przyjeto w celu
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porownania prognoz CP z wynikami uzyskanymi w do$wiadczeniu (temp. 3 °C).
W przypadku sera typu mozzarella w programie CP przyjeto wielkosci parametrow
fizykochemicznych: pH — 5,4 (podczas przechowywania 5,4 = 5,5), zawartos¢ NaCl —
1,5 %. Najnizsza temperatura mozliwa do ustawienia w CP wynosita, podobnie jak
w przypadku sera feta, 5 °C.

Tabela 1. Wspbtezynniki determinacji (R?) miedzy liczbg bakterii B. cereus a czasem detekcji, w zalez-
nosci od temperatury ich wzrostu — wyliczone w aplikacji DMFit.

Table 1. Coefficients of determination (R?) between B. cereus count and detection time depending on
temperature of their growth — as calculated using DMFit application.

Temperatura / Temperature [°C]
Ser / Cheese
3 6 9 12 15
Feta 0,99 0,95 0,98 0,96 0,98
Mozzarella 0,98 0,98 0,97 0,97 0,97

Na rys. 1 a-e. przedstawiono krzywe wzrostu B. cereus uzyskane po dopasowaniu
modelu Baranyi’ego i Robertsa do danych eksperymentalnych (w aplikacji DMFit)
oraz wygenerowane przez program CP. Zaobserwowano roznice miedzy modelami
opracowanymi na podstawie danych eksperymentalnych i uzyskanych w programie
CP. W przypadku probek sera typu feta, czas przej$cia bakterii z lag fazy do fazy
wzrostu logarytmicznego byt krotszy w stosunku do prognoz uzyskanych w CP w kaz-
dej temperaturze przechowywania. Swiadczyt o tym wyliczony w DMFit czas trwania
lag fazy w przypadku danych eksperymentalnych i tych uzyskanych z programu CP
(tab. 2). Program CP nie generowal bezpiecznych prognoz wzrostu B. cereus mimo
ustawienia warto$ci pH wyzszej niz w produkcie (nizsze pH wplywa na zahamowanie
rozwoju drobnoustrojow). W temp. 15 °C w zakresie danych eksperymentalnych
(DMFit) nie zaobserwowano lag fazy, a faza logarytmicznego wzrostu nastgpila
w bardzo krotkim czasie po zanieczyszczeniu produktu (rys. le, tab. 2).

W przypadku badan z uzyciem sera typu mozzarella, prognozy wygenerowane
w programie CP zapewnialy margines bezpieczenstwa, szczegodlnie w temp. 9, 12
115°C (rys. 1 ¢, d, e).

Little i Knechel [13] badali przezywalnos$¢ B. cereus w temp. 4, 8 1 20 °C w serze
z porostem plesni typu brie. Badacze zaobserwowali, ze podczas przechowywania w
temp. 4 1 8 °C utrzymywat si¢ poziom poczatkowy — 4 log jtk/g, a w 20 °C po ok. 50 h
przechowywania nastgpit przyrost liczby komorek do 7 log jtk/g. Maksymalne tempo
wzrostu wynosito 0,083 log jtk/g/h. W badaniach wtasnych stwierdzono natomiast, ze
maksymalne tempo wzrostu B. cereus w najwyzszej temp. 15 °C wynosito: w serze
typu feta — 0,022 log jtk/g/h, a w serze typu mozzarella — 0,026 log jtk/g/h (rys. 2).
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Rys. 1. Wyniki modelowania pierwszorzedowego opisujace wzrost liczby Bacillus cereus w temp.: 3, 6,
9,121 15 °C (odpowiednio rys. a, b, ¢, d, ) w serach typu feta i mozzarella.
Fig. 1.  Results of primary modelling that represent the growth of Bacillus cereus at temperatures of 3, 6, 9,

12, and 15 °C (Fig. Fig. a), b, c, d, and e, respectively) in feta and mozzarella types of cheese.
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Rukure i1 Bester [19] analizowali mozliwos¢ rozwoju B. cereus podczas produkcji
sera gouda. W tym celu mleko kotlowe w trakcie dodatku podpuszczki zanieczyszczo-
no tymi bakteriami. Wymienieni autorzy obserwowali kietkowanie przetrwalnikow,
ktére namnozyty si¢ do poziomu 4,4 log jtk/g (do etapu prasowania i solenia sera).
Jednak po 6 tygodniach dojrzewania autorzy zaobserwowali redukcj¢ B. cereus do
poziomu ponizej 2 log jtk/g. Na wymieranie komorek B. cereus wptyw mogta mieé,
oprécz soli, obecnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej wykorzystywanych w procesie
technologicznym [7, 8]. Odmienne technologie produkcji moglty wplynaé na przezy-
walno$¢ tego patogenu.

Tabela 2. Czas trwania lag fazy Bacillus cereus w serach typu feta i mozzarella podczas przechowywa-
nia w temperaturze od 3 do 15 °C.

Table 2.  Lag phase duration of Bacillus cereus in feta and mozzarella cheeses during storage at a tem-
perature from 3 to 15 °C.

Ser typu feta Ser typu mozzarella
Temperatura Feta type of cheese Mozzarella type of cheese
Temperature lag faza (CP
I?, lag faza (DMFIT) lag faza (CP) lag faza (DMFIT) ag faza (CP)
[°Cl lag phase [h]
lag phase [h] lag phase [h] lag phase [h]
3 (5°C-CP) 206,16 324,42 359,68 184,25
6 201,50 282,52 345,67 154,63
9 160,37 181,63 159,38 93,28
12 81,72 115,97 93,76 58,43
15 0,00 81,68 79,84 37,94

Na rys. 2. przedstawiono walidacj¢ graficzng modeli pierwszorzgdowych poprzez
poréwnanie obserwowanego (DMFit — badania wlasne) i prognozowanego (CP) tempa
wzrostu. Punkty lezace powyzej linii rownosci stanowia o wysokim marginesie bez-
pieczenstwa prognoz uzyskanych w programie CP, za$ ponizej tej linii $wiadczg
0 mozliwosci szybszego namnazania si¢ B. cereus w badanych produktach niz przewi-
dywat CP [9]. Parametr p w przypadku sera typu feta w zakresie temp. 3 + 15 °C miat
podobnag wartos¢ (pomiedzy 0,017 a 0,021 log/jtk/g/h), za§ wartosci uzyskane w CP
zwigkszaly si¢ wraz ze wzrostem temperatury (od 0,009 do 0,040 log/jtk/g/h). W przy-
padku sera typu mozzarella wartosci u wyniosty od 0,019 do 0,026 log/jtk/g/h, a pro-
gnozowane w CP od 0,017 do 0,087 log/jtk/g/h. Optymalna temperaturg wzrostu wege-
tatywnych form bakterii B. cereus jest zakres 30 + 40 °C, stad tez wartosci 1 uzyskane
podczas doswiadczenia nie wykazywaty duzej r6znicy [19].
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Rys. 2. Obserwowane (DMFit) i Prognozowane (CP) tempo wzrostu [u] Bacillus cereus w serach typu
feta (#) i mozzarella (x) podczas przechowywania (3, 6, 9, 1211 15 °C).

Fig. 2. Observed (DMFit) and Predicted (CP) growth rate [p] of Bacillus cereus in feta (¢) and mozza-
rella (x).

Znaczacym parametrem wzrostu dotyczgcym stabilno$ci mikrobiologicznej pro-
duktu w przypadku obydwu serow byt czas trwania lag fazy (im wyzsza temperatura
przechowywania, tym krotszy czas).

Nalezy zauwazy¢, ze sporotworcze bakterie B. cereus sg rozpowszechnione w na-
turze i sg tez obecne w srodowisku zwigzanym z produkcjg i przetworstwem Zywnosci.
Generalnie wystepuja one w Srodowisku o niskiej aktywnosci wody, lecz w wyniku
przetrwania obrobki cieplnej w produkcji serow ich toksyny mogg stanowi¢ potencjal-
ne zrédlo zatru¢ pokarmowych. Liczba komoérek juz na poziomie 3 log jtk/g (lub
spor/g) w produkcie spozywczym moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia
konsumenta [6].

Whioski

1. W zakresie temperatur od 3 do 15 °C sery typu feta i mozzarella uzyte w doswiad-
czeniu stanowity dobrg pozywke do rozwoju bakterii B. cereus.

2. Prognozy przezywalnosci B. cereus uzyskane w programie CP rdznig si¢ od za-
chowania tych patogendéw w przeprowadzonych badaniach.

3. System Bactrac stanowi przydatng metod¢ w szacowaniu ryzyka mikrobiologicz-
nego dla tego typu produktow mleczarskich.

4. Parametrem wzrostu okres$lajacym bezpieczenstwo mikrobiologiczne serow typu
feta i mozzarella byl czas trwania lag fazy.
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APPLYING ALTERNATIVE METHODS TO ASSESS MICROBIOLOGICAL SAFETY
OF SELECTED CHEESES

Summary

The increase has been reported in the incidence of foodborne diseases caused by pathogens in food-
stuffs. A risk assessment process makes it possible to assess consumer health risks associated with those
pathogens in food. Predictive models constitute a tool to quantitatively evaluate the behaviours of micro-
organisms in food.

The objective of the research study was to assess the viability of Bacillus cereus rods in feta and moz-
zarella types of cheese during storage at a temperature from 3 to 15 °C with the use of an impedimetric
system Bactrac, and to study the results obtained using a method in predictive microbiology.

A |DMFit application was utilized and the growth parameters were compared with the data acquired
through a predictive ComBase Predictor software (CP). The CP predictions were derived from the data
obtained using microbiological media (modified in terms of composition).

It was found that, under the prearranged experimental conditions, the feta and mozzarella cheeses were
a good culture medium for the Bacillus cereus bacteria to develop. The models, produced on the basis of
the experiments and mathematical calculations, of the B. cereus growth during storage differed from the
models that were predicted by the CP software. The duration of the lag phase was a growth parameter that
determined the bacterial safety of feta and mozzarella types of cheese.

Key words: predictive microbiology, Bacillus cereus, feta, mozzarella, food safety
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