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PROGNOZOWANIE WZROSTU LICZBY KOMOREK
LISTERIA MONOCYTOGENES W SERKU WIEJSKIM

Streszczenie

Celem badan bylo oszacowanie matematycznych modeli wzrostu liczby pateczek Listeria monocyto-
genes w twarozku ,,cottage cheese”. W badaniach wykorzystano model pierwszorzgdowy Baranyiego
i Robertsa oraz drugorzgdowy — Ratkowsky’ego. Dane eksperymentalne pozwolily na konstrukcje modeli
prognostycznych. Oceny dopasowania modeli dokonano poprzez wyliczenie bigdu $redniokwadratowego
MSE, wspotczynnikéw odchylenia (Ag) i doktadnosci (By). Na podstawie uzyskanych prognoz wykonano
walidacj¢ matematyczng i graficzna modelu trzeciorzgdowego ComBase Predictor (CP), bazujacego na
zmodyfikowanych pozywkach mikrobiologicznych i stwierdzono jego przydatnos¢ do prognozowania
zachowania bakterii z gatunku L. monocytogenes w twarozku. Wykorzystujac CP, przeprowadzono anali-
zg ewentualnych blgdéw proceséw technologicznych i przerwania lancucha chlodniczego podczas dystry-
bucji ,,cottage cheese”. Wykazano, ze zmiany skladu i temperatury podczas produkeji i dystrybucji maja
duzy wplyw na stabilno$¢ mikrobiologiczna i bezpieczenstwo produktu.

Stowa kluczowe: modele matematyczne, twarozek ,,cottage cheese”, bezpieczenstwo zywnosci

Wprowadzenie

Ze wzgledu na psychrotrofowy charakter Listeria monocytogenes namnaza si¢
w warunkach chlodniczych nawet przy wysokich stezenia NaCl (do 12 %). Z tych
wzgledow jest niebezpieczna dla zdrowia cztowieka [22]. Wzglednie beztlenowe pa-
teczki Listeria maja zdolno$¢ wzrostu w temp. od -1,5 do 45 °C, w zakresie pH od 4,4
do 9,6 [6, 19]. Do artykutow spozywczych uznanych za szczegodlnie narazone na obec-
no$¢ L. monocytogenes naleza sery migkkie oraz zywno$¢ wysoko przetworzona [8,
18, 23]. Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (ang. European Food Safety
Authority - EFSA) w raporcie z 2009 r. podaje, ze wspotczynnik zapadalnos$ci na liste-
rioz¢ w krajach Unii Europejskiej wynosit 0,4 na 100 000 os6b [6]. Minimalna dawka
infekcyjna dla zdrowej dorostej osoby wynosi od 10* do 10° jtk/g spozytej zywnosci.
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W 2009 r. L. monocytogenes bylta przyczyna ok. 1600 zatru¢ w USA (zmarto 260
0sob) [19]. Obecnos¢ komorek Listeria w artykutach wyprodukowanych w UE regulu-
je rozporzadzenie Komisji Europejskiej nr 2073/2005 [17]. Zachowanie wiasciwej
temperatury w tancuchu chtodniczym jest bardzo waznym czynnikiem decydujacym
o wzro$cie liczby komorek niepozadanych mikroorganizmoéow [15].

W celu naukowego potwierdzenia, ze w produkcie spozywczym nie rozwina si¢
drobnoustroje niepozadane, mozliwe jest przeprowadzenie badan przechowalniczych
w szerokim zakresie temperatury. Przy uzyciu elementow mikrobiologii prognostycz-
nej dokonywana jest analiza wynikéw badan (uzyskanych z probek celowo zanie-
czyszczonych okre§lonymi patogenami).

Mikrobiologia prognostyczna i modele matematyczne stuza do opisu zachowania
mikroorganizméw w zywnosci. Wiasciwie walidowane modele moga by¢ uzyte do
ilosciowego szacowania ryzyka mikrobiologicznego w czasie rzeczywistym [9, 10,
11]. Zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 178/2002: ,,Ocena ryzyka powinna opierac
si¢ na istniejacych dowodach naukowych i by¢ podejmowana w sposob niezalezny,
obiektywny i przejrzysty”, wobec czego mikrobiologia prognostyczna staje si¢ sku-
tecznym narzgdziem w ujgciu prawa [16, 21].

W niniejszym opracowaniu przedstawiono mozliwosci rozwoju Listeria monocy-
togenes w twarozku ,,cottage cheese”. Wybor do badan tego produktu uzasadniaja jego
wiasciwosci fizykochemiczne, ktore potencjalnie sprzyjaja rozwojowi pateczek Liste-
ria. ,,Cottage cheese”, w zaleznos$ci od metody produkcji, jest niedojrzewajacym twa-
rozkiem kwasowym lub kwasowo-podpuszczkowym o strukturze ziarnistej. Ziarna
serka sa zanurzone w $mietanie [8, 12].

Celem pracy bylo okreslenie mozliwosci rozwoju pateczek Listeria monocytoge-
nes w twarozku ,,cottage cheese” podczas przechowywania w temp. 3 - 15 °C. Doko-
nano proby wykorzystania mikrobiologii prognostycznej do okreslenia stabilno$ci mi-
krobiologicznej produktu w przypadku réznicy parametrow technologicznych i po-
wstatych w ich wyniku zmian fizykochemicznych. Oszacowano rowniez konsekwencje
ewentualnego przerwania tancucha chtodniczego w czasie przechowywania i dystrybu-
cji produktu.

Material i metody badan

Do badan przezywalnosci Listeria monocytogenes wykorzystano twarozek ziarni-
sty wiejski ,,cottage cheese” polskiego producenta, pochodzacy ze sprzedazy detalicz-
nej, o 21-dniowym terminie przydatnosci do spozycia.

Do zanieczyszczenia probek produktu uzywano trzech szczepow Listeria mono-
cytogenes (szczepy ATTC: 0232S, 0737S, 0398S; Microbiologics). W wyniku pasa-
zowania uaktywnionych szczepow uzyskano w bulionie odzywczym wzbogaconym
hodowle na poziomie 1x10° jtk/ml. W twarozku okreslano kwasowo$é czynna za po-
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moca pehametru Lab 860 (Schott Instruments). Wykonywano analiz¢ chemiczna skta-
du za pomoca urzadzenia FoodScan Lab (FOSS). Sktad chemiczny serka byt nastepu-
jacy: biatko (11,00 %), thuszez (5,00 %), woda (79,50 %) i1 sucha masa (20,50 %).
Probki dzielono na 25-gramowe porcje i umieszczano w sterylnych torebkach przysto-
sowanych do homogenizacji w urzadzeniu typu Stomacher (Interscience). Nastepnie
zanieczyszczano je wilasciwym dziesigciokrotnym rozcienczeniem hodowli Listeria
w liczbie zapewniajacej koncentracje na poziomie 3 log jtk/g i przechowywano w in-
kubatorach precyzyjnych z chtodzeniem (ICP, Memmert) w temp. 3, 6,9, 121 15 °C.

Do analizy liczby komérek L. monocytogenes wykorzystywano metode posiewu
powierzchniowego przy zastosowaniu podtoza Chromocult Agar, wybiérczego dla
Listeria wg Ottavianiego i Agosti (Merck) [13]. Probki poddawano homogenizacji
z jalowym ptynem fizjologicznym z peptonem w stosunku 1 : 10. Czas przechowywa-
nia, po ktorym wykonywano analizy, zalezal od tempa wzrostu badanego mikroorgani-
zmu w produkcie.

Plytki Petriego z posiewami inkubowano w temp. 37 °C przez 48 h. Posiewano
trzy kolejne rozcienczenia w dwoch powtorzeniach. W probkach kontrolnych (bez
celowego zanieczyszczenia) okreslano obecnos¢ Listeria metoda etapowego posiewu
w pozywkach Frasera, zgodnie z norma PN-EN ISO 11290-1 [13] i nie stwierdzono jej
obecno$ci. W laboratorium mikrobiologii prognostycznej w Katedrze Mleczarstwa
1 Zarzadzania Jako$cia UWM zapewniona byta bezpieczna praca z mikroorganizmami.

Dos$wiadczenie przeprowadzono na pigciu réznych partiach produktu. Z uzyska-
nych wynikéw obliczano $rednia arytmetyczng, ktora logarytmowano, a nastgpnie
poddawano dalszej analizie statystyczne;.

Na podstawie badan eksperymentalnych oszacowano modele pierwszorzedowe
(Baranyiego i Robertsa) z wykorzystaniem aplikacji DMFit [1, 2, 3]. W celu poréwna-
nia uzyskanych prognoz generowano modele w programie Combase Predictor (CP),
ktory zawarty jest w bazie danych Combase [4]. Program CP prognozuje na podstawie
wynikoéw uzyskanych na pozywkach mikrobiologicznych z wykorzystaniem rownania
Baranyiego i Robertsa. Pozywki mikrobiologiczne zmodyfikowano pod wzgledem:
pH, aktywnos$ci wody, zawartos$ci kwasow organicznych i NaCl [4, 10].

W wyniku modelowania pierwszorzedowego uzyskano wspotczynniki tempa
wzrostu (w kazdej temperaturze eksperymentu — aplikacja DMFit) oraz prognozowane
tempo wzrostu (wyliczone w programie CP) [4]. Dokonano oceny dopasowania modeli
pierwszorzedowych do obserwowanych danych poprzez wyliczenie wartosci btedu
sredniokwadratowego MSE. Nastepnie w aplikacji DMFit (wykorzystujac tempo
wzrostu obserwowane i prognozowane w CP) uzyskano wspotczynniki tempa wzrostu
na podstawie drugorzedowego modelu pierwiastka kwadratowego Ratkowsky’ego [7].
Wykonano walidacje graficzna i matematyczna wygenerowanych modeli za pomoca
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wykresu rownosci (modele pierwszorzedowe) i wyliczenia wspotczynnikow: odchyle-
nia (Bf) oraz doktadnosci (Af) (modele drugorzedowe) [7].

Wiyniki i dyskusja

Probki przechowywano do osiagnigcia maksymalnej gestosci populacji L. mono-
cytogenes. Na rys. 1. (a-¢) przedstawiono wzrost liczby komorek Listeria w przecho-
wywanym twarozku ,,cottage cheese”. Czas przechowywania wynosit 624 h w temp. 3
16°C,576 h w9 °C oraz 388 h w 12 1 15 °C. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem
temperatury nastgpowato wicksze tempo wzrostu liczby komorek Listeria. Podobne
badania prowadzili Chen i Hotchkiss [5], ktorzy probki ,,cottage cheese” (celowo za-
nieczyszczone L. monocytogenes) przechowywali w warunkach tlenowych w temp.: 4,
7121 °C przez 1512 h. Wykazali wzrost liczby komorek Listeria z 4 log do 7 log jtk/g
po 1512 h w temp. 4 °C, za$ po 384 h w 7 °C. Czas trwania lagfazy wynosit odpowied-
nio: 672 hi 168 h [5].

Odmienne wyniki badan uzyskali Stanczak i wsp. [20]. Wykonali oni proby prze-
chowalnicze serka termizowanego (,,grani quark™) zanieczyszczonego Listeria na po-
ziomie 3 log jtk/g i przechowywanego w temp. 10 i 20 °C. Najwigksza redukcjg bakte-
rii (o 2 cykle logarytmiczne) zaobserwowano w temp. 10 °C pomiedzy 240. a 336. h
przechowywania. Po tym czasie nie wykryto komoérek L. monocytogenes zastosowa-
nymi metodami badawczymi (podioze selektywne Oxford (Oxoid)). W temp. 20 °C
zaobserwowano brak obecnosci Listeria juz po 240 h. Kwasowo$¢ czynna (pH) serka
podczas przechowywania ksztaltowata si¢ na poziomie 4,55 - 5,26. Wigksze tempo
obumierania bakterii zaobserwowano w wyzszej temperaturze, mimo sprzyjajacego
czynnika srodowiskowego (pH powyzej 5,2). Gtowny wpltyw na efekt letalny miat
rozwo6j mikroflory antagonistycznej [20].

Przy uzyciu aplikacji DMFit wyliczono wspolczynniki determinacji R®, ktore
swiadcza o dopasowaniu modelu. Wspotczynniki wynosity w temp.: 3 °C — 0,96, 6 °C
-0,92,9°C-0,96; 12 °C - 0,92 oraz 15 °C — 0,92. Oprocz R? aplikacja DMFit oblicza
btad standardowy dopasowania SE(fit) (odchylenie standardowe obserwowanych, nie-
zaleznych zmiennych). Wartosci SE(fit) wynosity odpowiednio w temp.: 3 °C —
0,2593, 6 °C - 0,3656, 9 °C — 0,2497; 12 °C — 0,2972 oraz 15 °C — 0,3118. Liczba stop-
ni swobody w przypadku modelu Baranyiego, na ktorym bazuje aplikacja DMFit, wy-
nosi 5.

Na podstawie wyliczen w DMFit okreslono warto$ci wspotczynnikow tempa
wzrostu L. monocytogenes, ktore wynosily odpowiednio w temp.: 3 °C — 0,0066 [h™],
6 °C — 0,0080 [h'], 9 °C — 0,0121 [h'], 12 °C — 0,0139 [h™'] oraz 15 °C — 0,0197 [h'].
Zaobserwowano, ze im wyzsza byta temperatura przechowywania produktu, tym wyz-
szy wspolczynnik tempa wzrostu.
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Rys. 1. Wyniki modelowania pierwszorzgdowego opisujace wzrost liczby Listeria monocytogenes

w temp.: a) 3 °C, b) 6 °C, ¢) 9 °C, d) 12 °C, e) 15 °C.

Fig. 1.  Results of primary modelling to describe increase in Listeria monocytogenes count at a tempera-
ture: a) 3 °C, b) 6 °C, ¢) 9 °C, d) 12 °C, e) 15 °C.

Nastepnie wygenerowano w programie CP prognozy uwzgledniajace podobne pa-

rametry Srodowiska: temperature, czas, pH, zawartos¢ kwasu mlekowego (rys. 1 a-e).

W czasie przechowywania produktu w temp. 3 - 15 °C pH wynosito od 4,9 do 5,2. Na

potrzeby generowania modeli wzrostu w programie CP wpisano warto$¢ 5,2, przy kto-
rej patogeny maja korzystniejsze warunki do rozwoju, co zapewnia wigkszy margines
bezpieczenstwa prognoz. Kwasowos¢ miareczkowa ,,cottage cheese” wynosita 27 °SH
(odpowiada to 0,6 % kwasu mlekowego, czyli 6000 ppm, a wigc ilosci wymaganej
przez program CP). Zawarto$¢ NaCl, charakterystyczna dla tego typu produktu, usta-

lono w programie na poziomie 1 %.
Na podstawie obliczen stwierdzono, ze btad sredniokwadratowy sum btedow war-
tosci obserwowanych (DMFit) i prognozowanych (CP) wynosit 0,00031, co wskazuje
na dobre dopasowanie modelu [7, 10]. Walidacja graficzna (rys. 2) pozwolila
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stwierdzi¢ duza przydatnos$¢ prognoz uzyskanych w CP. Poprzez wizualne porownanie
obserwowanego (badania wlasne) i prognozowanego tempa wzrostu stwierdzono, ze 4
punkty odpowiadajace prognozowanym wartosciom w CP leza powyzej linii rownosci,
za§ 1 punkt lezy na jej granicy. Prognozowane w CP wartosci tempa wzrostu
w wigkszosci przypadkéw mialy wyzsza warto$¢ niz obserowane, co potwierdzito
wysoki margines bezpieczenstwa predykcji. Modele prognostyczne zawsze obarczone
sa bledem, ale w celu uzyskania bezpieczenstwa zywnosci prognozowany
wspotczynnik tempa wzrostu musi mie¢ warto$¢ wyzsza anizeli obserwowany.
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Rys. 2. Porownanie obserwowanego (DMFit) i prognozowanego (CP) tempa wzrostu p Listeria
monocytogenes w ,,cottage cheese” podczas przechowywania (temp.: 3, 6,9, 12 i 15 °C).

Fig. 2. Comparing observed (DMFit) and predicted (CP) p growth rate of Listeria monocytogenes in
cottage cheese during storage (3, 6, 9, 12 and 15 °C).

W wyniku modelowania drugorzegdowego (rownanie Ratkowsky’ego) uzyskano
mozliwo$¢ prognozy tempa wzrostu Listeria w zaleznosci od temperatury przechowy-
wania (rys. 3). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze program CP dla
okreslonych warunkow $rodowiska (,,cottage cheese) pozwolit na bezpieczne progno-
zy tempa wzrostu Listeria. Zauwazono, ze w miar¢ wzrostu temperatury przechowy-
wania prognozowany wspotczynnik tempa wzrostu, a tym samym margines bezpie-
czenstwa uzyskanych prognoz, miatl znacznie wyzsza wartos¢ od obserwowanego.
Walidacji modelu Ratkowsky’ego dokonano poprzez wyliczenie wspotczynnika od-
chylenia (By) i wspotczynnika doktadnosci (Ag) (tab. 1). Stwierdzono zgodnos¢ migdzy
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warto$ciami obserwowanymi i prognozowanymi w CP a uzyskanymi podczas mode-
lowania drugorzgdowego (model Ratkowsky’ego). W przypadku By warto$¢ réwna
jeden swiadczy o idealnej zgodnosci. Wartos¢ wspotczynnika A¢ na poziomie 1 §wiad-
czy o dobrej korelacji, natomiast ponizej 0,5 — informuje o nieprecyzyjnosci prognoz
[10].
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Rys. 3. Zachowanie L. monocytogenes w ,cottage cheese” wedlug modelu drugorzgdowego Ratkow-
sky’ego.
Fig. 3. Behaviour of L. monocytogenes in cottage cheese according to secondary Ratkowsky model.

Tabela 1l

Parametry charakteryzujace poprawno$¢ dopasowania modelu Ratkowsky’ego.
Parameters to characterize correctness of Ratkowsky model fitting.

Wspotczynniki matematyczne

I\/II)atherryllalttical coefﬁcignts Model
DMFit / Ratkowsky
Wsp. odchylenia / Bias factor 1,0511
Wsp.doktadnosci / Accuracy factor 1,0025
CP / Ratkowsky

Wsp. odchylenia / Bias factor 1,0159
Wsp.doktadnosci / Accuracy factor 1,00025
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W wyniku walidacji modeli wykazano, ze prognozy wygenerowane w CP umoz-
liwiaja przewidywanie wzrostu liczby komoérek Listeria podczas produkcji i dystrybu-
cji ,,cottage cheese”. Na podstawie wykonanej walidacji CP moze by¢ przydatnym
narzedziem w szacowaniu ryzyka mikrobiologicznego. W tab. 2. przedstawiono wyniki
1 prognozy skutkow blednie przeprowadzonego procesu technologicznego, w wyniku
ktérego nastapita zmiana pH i zawartos$ci kwasu mlekowego. Wyznacznikiem stabilno-
$ci mikrobiologicznej jest czas trwania lagfazy. Na podstawie oszacowanych wynikow
uzyskanych w programie CP zaobserwowano, ze w przypadku reinfekcji L. monocyto-
genes (np. podczas dystrybucji i przerwania tancucha chtodniczego) w temp. 6, 10
1 14 °C czas stabilnos$ci mikrobiologicznej byl dtuzszy przy nizszym pH i wyzszej za-
warto$ci kwasu mlekowego. Najdtuzszy czas stabilno$ci mikrobiologicznej dotyczyt
parametréw produktu w temp. 6 °C o wartosci pH 5,2 i zawartosci kwasu mlekowego
0,6 %, najkrotszy za§ w temp. 14 °C przy pH 5,8 i zawartosci kwasu mlekowego
0,4 %. Po tym czasie, wedtug programu CP, nastapita faza logarytmicznego wzrostu.

Tabela 2

Parametry fizykochemiczne i warunki przechowywania produktu w przypadku nieprawidtowosci techno-
logicznych i reinfekcji L. monocytogenes.

Physical-chemical parameters and storage conditions of product in case of technological failure and re-
infection by L. monocytogenes.

Temperatura / Temperature [° C]
oH Kwas 6 10 14
produktu mlekowy tempo tempo tempo
Product Lactic acid wzrostu lagfaza wzrostu lagfaza wzrostu lagfaza
pH [ppm] / [%] growth lag phase growth lag phase growth lag phase
rate [h] rate [h] rate [h]
[h] (] [h]
52 6000 /0,6 0,0112 150 0,0241 72 0,0456 38
5,5 5000/0,5 0,0155 113 0,0326 54 0,0617 29
5,8 4000/ 0,4 0,0195 89 0,0412 42 0,0752 13

Dostgpne bazy danych dotyczace mikroorganizmoéw w zywnosci opisuja zacho-
wanie drobnoustrojow w zmodyfikowanych pozywkach mikrobiologicznych. Wyniki
niniejszej pracy moga by¢ przydatne do implementacji w bazie danych WaMa Predic-
tor (WMP) [14]. Polska baza danych (WMP) zawiera m.in. opracowane modele mate-
matyczne stuzace okreslaniu zachowania drobnoustrojow w rzeczywistych warunkach
produktéw spozywczych.
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Whioski

1. Twarozek ziarnisty (,,cottage cheese”) stanowit dobra pozywke dla rozwoju pate-
czek Listeria monocytogenes w zakresie temperatur 3 - 15 °C.

2. Istnieje potrzeba tworzenia modeli prognostycznych na podstawie danych ekspe-
rymentalnych pochodzacych z badan nad rozwojem patogendéw i bakterii niepoza-
danych w gotowych produktach spozywczych.

3. Prognozowanie mikrobiologiczne stanowi nowe, naukowe podejscie do oszacowa-

nia ilosciowego i jakosciowego ryzyka mikrobiologicznego w tancuchu dystrybu-
cyjnym serka ,,cottage cheese”.

Praca naukowa finansowana ze srodkow Narodowego Centrum Badan i Rozwoju

w ramach projektu badawczego pt. Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej do
modelowania bezpieczenstwa zywnosci (N R12 0097 06).
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PREDICTING GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES CELL COUNT
IN COTTAGE CHEESE

Summary

Summary

The objective of the research study was to develop mathematical models of the growth of number of
Listeria monocytogenes rods in cottage cheese. In the study, a primary Baranyi and Roberts model and
a secondary Ratkowsky model were applied. The experimental data made it possible to construct prognos-
tic models. A mean square error (MSE), bias (Bf), and accuracy (Af) factors were calculated and applied
to assess the goodness-of-fit of the constructed models. Based on the predictions obtained, a mathematical
and graphical validation was performed of the tertiary Combase Predictor (CP) model, which was based
on the modified microbiological culture media; its usefulness was confirmed to predict the behaviour of
bacteria of the species L. monocytogenes in cottage cheese. Then, using CP, possible technological errors
were analyzed as was the break of the cold chain while distributing cottage cheese. It was proved that the
changes in the composition and temperature during the production and distribution had a high impact on
the microbiological stability and safety of the product.

Key words: mathematical models, cottage cheese, food safety
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