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Streszczenie

Celem pracy bylo opracowanie zbiorczego modelu, czasowo-temperaturowego wzrostu, przezywalno-
$ci i inaktywacji wybranych drobnoustrojow chorobotworczych (Salmonella enteritidis i Listeria mono-
cytogenes) w modelowych produktach migsnych, gotowych do spozycia (typu ready-to-eat) oraz porow-
nanie wynikéw uzyskanych w badaniach z prognozami otrzymanymi z programu komputerowego Patho-
gen Modeling Program ver.5.1. Badania mikrobiologiczne wykonano klasycznymi metodami ptytkowymi.
Konstrukcji modelu zbiorczego dokonano z wykorzystaniem metody Gaussa-Newtona, ktdra jest prostsza,
numeryczna realizacja nieliniowej metody najmniejszych kwadratow. Stwierdzono, Ze skonstruowane
modele czasowo-temperaturowe wzrostu, przezywalnosci i $mierci drobnoustrojéw chorobotwdrczych
potwierdzaja tezg, ze badania mikrobiologiczne prowadzone w celu uzyskania modeli prognostycznych
powinny by¢ przeprowadzane na modelowych produktach zywnos$ciowych, a nie ptynnych pozywkach
mikrobiologicznych. Odpowiednie modele produktdow Zywnosciowych powinny by¢ zaproponowane dla
kazdej grupy zywnosci.

Wstep

Mikrobiologiczne modele prognostyczne moga by¢ bardzo przydatne przy opra-
cowywaniu parametrow procesow zapobiegajacych rozwojowi drobnoustrojow i osza-
cowaniu ryzyka z nim zwiazanego, tak by mozna bylo wczeéniej podejmowac odpo-
wiednie kroki dla wyeliminowania zagrozenia [2].

Prowadzenie badan z zakresu mikrobiologii prognostycznej jest zar6wno kosz-
towne, jak i pracochlonne. Zwazywszy jednak na ogromne koszty wynikajace z jednej
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strony z psucia si¢ zywnosci, z drugiej za$ z koniecznosci leczenia zatru¢ pokarmo-
wych sa one nie tylko uzasadnione, ale i optacalne [S].

W odréznieniu od drobnoustrojow wskaznikowych, ktorych wzrost decyduje w
znacznym stopniu o zepsuciu produktéw zywno$ciowych, obecno$¢ i rozwoj drobno-
ustrojow patogennych determinuje ich bezpieczenistwo. Nie zawsze sama obecno$é
patogenu musi stwarza¢ ryzyko wystapienia zatrucia pokarmowego. Konieczne jest
osiggnigcie w produkcie zywnosciowym liczby mikroorganizméw stanowiacych za-
grozenie dla zdrowia. Zbyt dlugi czas przechowywania w nieodpowiedniej (najczesciej
zbyt wysokiej) temperaturze decyduje o tym, czy dany drobnoustrdj patogenny rozwi-
nie si¢ do niebezpiecznego poziomu, czy tez nie. Przy pomocy odpowiednich progno-
stycznych modeli matematycznych mozna si¢ o tym przekona¢ bez koniecznosci wy-
konywania skomplikowanych badan.

W zakresie opracowywania mikrobiologicznych modeli prognostycznych, mato
Jest publikacji dotyczacych prognozowania na podstawie badan w rzeczywistych pro-
duktach zywnoS$ciowych. Wigkszo$¢ badan przeprowadzana jest na pojedynczych
szczepach bakterii patogennych hodowanych na podlozach mikrobiologicznych, kto-
rymi sg najcze¢sciej podloza ptynne. Opracowane modele sa nastgpnie weryfikowane w
odniesieniu do okre$lonych produktow w czasie ich produkcji, przechowywania i dys-
trybucji. Nie odzwierciedlaja one zachowania mikroorganizméw w zywnosci. Zazwy-
czaj wzrost przebiega latwiej, gdyz nie jest niczym ograniczony (ani mikroflora towa-
rzyszaca ani sktadnikami zywnoséci), ale moze by¢ tatwiej kontrolowany. Wspotczyn-
nik szybkosci wzrostu, a szczegodlnie dlugosé lag fazy drobnoustrojéw sg inne w pro-
dukcie zywnosciowym niz na podtozu mikrobiologicznym, a to wptywa na nieco inne
wartos$ci parametréw modelu [7, 12].

Probg innego rozwigzania wyzej wymienionych probleméw sa przedstawione w
niniejszej pracy badania, ktore zostaly podjete w celu skonstruowania zbiorczego mo-
delu matematycznego rozwoju, przezywalnosci i $mierci dwoch bakterii patogennych
w modelowym produkcie zywno$ciowym.

Material i metody

Materiat oraz schemat produkcji i badan

Materialem do badan byly, wykonane w warunkach laboratoryjnych, modelowe
wyroby migsne w postaci kulek — ,,meat-ball” (o masie 100 £ 1 g). W skiad produktu
wchodzito: mieso wotowe bez koSci z udzca, butka tarta (10% masy produktu), mleko
o zawartoéci 2% thuszczu (100 cm® na 1000 g miesa), cebula (100 g na 1000 g migsa),
sol (1,2% masy produktu). Migso po zmieleniu i cebula po rozdrobnieniu mieszane
byty z pozostalymi surowcami i z powstalej masy formowano produkty typu ,,meat-
ball”, ktore nastepnie byly pieczone w piekarniku do momentu osiagnigcia temperatury
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75°C wewnatrz, a po schtodzeniu do temperatury pokojowe;j (ok. 20°C) pakowane byly
w torebki foliowe (woreczki do Stomachera: polietylenowe, wytrzymate, o grubosci
0,066 mm, przepuszczalne dla pary wodnej — 8,96 g/m*/24h+0,28, przepuszczalne dla
tlenu — 888 cm’/m?*/24h).

W celu zbadania wzrostu wybranych drobnoustrojow patogennych (Listeria mo-
nocytogenes 1 Salmonella enteritidis), dokonywano skazenia produktow $wiezo upie-
czonych (po schlodzeniu) zawiesing wyjsciowa o okreslonej liczbie wymienionych
bakterii. W produkcie (umieszczonym w torebce) wykonywano otwor jalowa bagietka,
do ktérego wprowadzano pipeta 1 ml zawiesiny bakteryjnej badanego patogenu (za-
wierajacej10°kom./ml). Czekano do momentu wchlonigcia, a nastgpnie torebki zgrze-
wano i umieszczano w roznych temperaturach przechowywania w inkubatorach mi-
krobiologicznych z dochtadzaniem: 0°C1°, 5°C+1°, 10°C£1°, 15°C£1°, 20°C+£1° z
wyjatkiem temperatury 5°Cx1° dla S. enteritidis i temperatury 0°C+1° dla L. monocy-
togenes. Produkty przechowywane byly w wymienionych temperaturach do 16 dni.
Oceng¢ mikrobiologiczng produktéw przeprowadzano co cztery dni (produkt swiezy, 4,
8, 121 16 dzien przechowywania).

Przeprowadzono 3 cykle produkcyjno-badawcze.

Dodatkowo, w celu wykluczenia obecnosci L. monocytogenes 1 S. enteritidis w
produkcie surowym, przeprowadzano oznaczenia mikrobiologiczne wymienionych
patogendw w uksztaltowanym produkcie, przed pieczeniem. W celu ocenienia ewentu-
alnego, wtoémego zakazenia produktu oznaczanymi drobnoustrojami patogennymi,
produkt upieczony, nie skazony byt réwniez sprawdzany na obecno$¢ badanych bakte-
rii chorobotworczych.

Kultury bakteryjne

W badaniach zastosowano szczep Salmonella enteritidis 403/97 oraz szczep Li-
steria monocytogenes 378. Oba szczepy pochodzity z kolekcji Pafistwowego Instytutu
Weterynaryjnego z Pulaw. Wyizolowane byly z zywno$ci pochodzenia migsnego.
Szczepy ozywiano i pasazowano na bulionie BHI (Brain Heart Infusion) w temp. 37°C.

Przygotowanie zawiesiny wyjsciowej i wykonanie badania

Z bulionu BHI posiewano redukcyjnie oczko ezy na plytke z agarem odzywczym
w przypadku Salmonella enteritidis, natomiast w przypadku Listeria monocytogenes
na ptytke z podtozem Columbia, w celu uzyskania pojedynczych kolonii. Po 24 godzi-
nach inkubacji w temperaturze 37°C, posiewano 1 kolonie na bulion BHI (9 ml). Tak
przygotowana 24 godzinna hodowla (w 37°C) byla zawiesing wyj$ciowa. Zawiesine
wyjSciowa (zarowno S. enteritidis jak i L. monocytogenes) na bulionie BHI rozcien-
czano dwukrotnie (przenoszac po 1 ml do 9 ml ptynu do rozcienczen). Z drugiego roz-
cienczenia (10 zawiesiny wyjéciowe;j) pobierano 5 ml i przenoszono do jatowej kolb-
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ki zawierajacej 45 ml jalowego pltynu do rozcieficze. Rozcienczenie to traktowane
bylo jako rozcienczenie zerowe, wykorzystywane do skazania produktéw w iloéci 1 ml
na produkt. Gesto$é inoculum wynosita 1-2-10°kom/ml, zaréwno dla L. monocytoge-
nes jak 1 S. enteritidis. W odpowiednich okresach przechowywania (ewentualnie w
przypadku badania produktu $wiezego — natychmiast po skazeniu), do torebki Stoma-
chera (w ktorej przechowywany byt produkt) dodawano 400 ml ptynu do rozcienczen.
Calos¢ homogenizowano 2 minuty w aparacie Stomacher 400. Nastepnie przygotowy-
wano szereg dziesigciokrotnych rozcienczen.

Posiewano po 0,5 ml z trzech kolejnych rozcienczen, na dwie rownolegle plytki z
odpowiednim podtozem. Do liczenia wybierano dwa kolejne rozcienczenia (przy kto-
rych uzyskiwano wzrost 30-300 kolonii na ptytce). Wynik uzyskiwano z czterech
plytek (po dwie z kazdego rozcieficzenia). Do rozcienczen wykorzystywano ptyn z
peptonem (Merck).

Oznaczanie Salmonella enteritidis i Listeria monocytogenes w produkcie surowym
i upieczonym, nie skazonym

Oznaczenia Salmonella enteritidis wykonano wedlug normy PN-A-82055-

8:1994. Oznaczenia Listeria monocytogenes wykonano wedhug normy EN ISO 11290-
L.

Oznaczanie Salmonella enteritidis i Listeria monocytogenes w produkcie upieczonym,
skazonym

Po przygotowaniu opisanych rozcienczen, posiewano powierzchniowo po 0,5 ml
materialu, na podtoze BPLS zmodyfikowane (zalecane do izolacji bakterii z rodzaju
Salmonella spp. z migsa i produktéw migsnych) (Merck) w kierunku Salmonella ente-
ritidis 1 podtoze Oxford (Oxoid) w kierunku Listeria monocytogenes. Inkubowano w
37°C przez 24+48h.

Konstrukcja zbiorczego modelu czasowo-temperaturowego wzrostu, przezywalnosci

i Smierci wybranych drobnoustrojéw chorobotwérezych w modelowych produktach
miesnych

Do konstrukcji modelu zbiorczego zastosowano metode Gaussa-Newtona, ktoéra
jest prostsza, numeryczna realizacja nieliniowej metody najmniejszych kwadratéw
[11]. W przypadku niezadowalajacej aproksymacji, pierwotne modele modyfikowano,
az do osiagnigcia odpowiedniego efektu. Skonstruowane modele sa zalezno$ciami
stanowiacymi kompromis migdzy jakos$cia aproksymacji (mierzona suma kwadratéw
reszt), a pozadanymi wlasciwo$ciami stochastycznymi estymatoréw parametréw (np.
niskie asymptotyczne bledy $rednie szacunku, a w efekcie ich statystyczna istotnosé).
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Wyniki do$wiadczalne wykorzystane do konstrukcji modelu poddano metodzie
eliminowania bledéw grubych, tj. tych obserwacji, ktore wykraczalty poza 95% prze-
dzial ufnosci. Potrzebne obliczenia byly prowadzone w arkuszu kalkulacyjnym MS
Excel.

Szacowanie wzrostu bakterii chorobotworczych z wykorzystaniem Pathogen Modeling
Program v.5.1

Szacowanie wzrostu bakterii chorobotworczych wykonano wykorzystujac pro-
gram PATHOGEN MODELING PROGRAM (PMP) v.5.1 (USDA ARS NAA, USA).

Przeprowadzono symulacjg¢ rozwoju mikroflory patogennej, badanej réwniez do-
$wiadczalnie w produkcie typu ,,meat-ball” tj.: Salmonella spp. i1 Listeria monocytoge-
nes, w temperaturach zastosowanych w do$wiadczeniu.

Poréwnano krzywe wzrostu patogendéw otrzymane na podstawie wlasnych badan
mikrobiologicznych z krzywymi otrzymanymi na podstawie symulacji komputerowe;j.

Oméwienie i dyskusja wynikéw

Wzrost wybranych bakterii patogennych w modelowym produkcie migsnym

Zaréwno w probkach nie poddanych obrobce cieplnej, jak i upieczonych, nie ska-
zonych badanym patogenem w celach do$wiadczalnych, nie stwierdzono obecnosci
zaréwno Salmonella spp. jak i Listeria spp.

Tabela 1l

Srednie liczby drobnoustrojow chorobotwoérczych w produkcie, w zaleznosci od czasu i temperatury
przechowywania.
The average count of pathogen bacteria in product, according to time and temperature of storage.

Czas Salmonella enteritidis Listeria monocytogenes
przechowywania [log(cfu/g)] [log(cfu/g)]
(dni)
Storage time t.0°C | t10°C | t15°C | t.20°C t.5°C t.10°C | t. 15°C t. 20°C
(days)
0 3,50 (0,12) 3,89(0,22)
4 3,61 7,67 8,33 8,64 541 8,00 8,87 8,91
(0,12) | (0,49) | (0,08) | (0,21) (0,22) 0,58) { (0,17) (0,24)
g 3,44 8,48 8,48 9,15 7,76 9,15 9,33 9,38
(0,13) | (0,23) | (0,19) | (0,34) (0,54) (0,18) | (0,14) (0,22)
2 3,34 8,63 8,94 9,31 8,65 9,17 9,41 9,40
0,07) | (0,22) | (0,14) | (0,32) (0,33) (0,30) | (0,18) (0,19)
16 3,03 8,55 8,92 9,40 9,04 9,30 9,52 9,43
0,15y | 0,37) | (0,58) | (0,26) 0,21) (0,16) | (0,15) (0,10)

* . . .
W nawiasie odchylenie standardowe.
*The standard deviation in brackets.
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Srednie wartoéci liczby bakterii patogennych w produktach przechowywanych w

poszczegdlnych temperaturach oraz wartosci odchylenia standardowego przedstawiono
w tab. 1.
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Rys. 1. Wzrost Salmonella enteritidis [log cfu/g] w produktach typu ,,meat-ball”,
a) w zalezno$ci od czasu przy ustalonej temperaturze przechowywania,
b) w zaleznoéci od temperatury przy ustalonym czasie przechowywania.
Fig. 1. The growth of Salmonella enteritidis {log cfu/g] in meat-balls
a) according to time, with state storage temperature,
b) according to temperature, with state storage time.
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Na rys. 1 (a i b) przedstawiono zachowanie Salmonella enteritidis w zaleznoS$ci
od czasu i temperatury przechowywania (przy ustalonej odpowiednio temperaturze i
czasie przechowywania).
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Rys. 2. Wazrost Listeria monocytogenes [log cfu/g] w produktach typu ,,meat-ball”:
a) w zaleznosci od czasu, przy ustalonej temperaturze przechowywania,
b) w zaleznosci od temperatury, przy ustalonym czasie przechowywania.
Fig. 2. The growth of Listeria monocytogenes [log cfu/g] in meat-balls:
a) according to time, with state storage temperature,
b) according to temperature, with state storage time.
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W temperaturze 0°C nie obserwowano wzrostu S. enteritidis, natomiast w pozo-
stalych temperaturach przechowywania obserwowano wzrost tego patogenu, przy
czym najbardziej intensywny wzrost widoczny byt do 4 dnia przechowywania. Dalszy
wzrost byl wolniejszy, przy czym najwigksze liczby bakterii oznaczono w produkcie
przechowywanym w temperaturze 20°C (rys. 1 aib).

Charakterystyke wzrostu Listeria monocytogenes w poszczegélnych temperatu-
rach przechowywania (wartosci Srednie i odchylenie standardowe) przedstawiono w
tab. 1.

Na rys. 2 (a i b) przedstawiono zmiany liczby L. monocytogenes w zalezno$ci od
czasu i1 temperatury przechowywania (przy ustalonej odpowiednio temperaturze i cza-
sie przechowywania).

Najbardziej intensywny wzrost L. monocytogenes w produktach modelowych we
wszystkich temperaturach przechowywania obserwowano do 4 dnia, natomiast od 8
dnia byl on wolniejszy. Krzywe wzrostu L. monocytogenes w temperaturze 15°C i
20°C byly bardzo zblizone (rys. 2 a i b). Przeprowadzone badania potwierdzaja m.in.
przynalezno$¢ L. monocytogenes do psychrotroféw, gdyz stwierdzono bardzo wyrazny
wzrost w temp. 5°C. Uzyskane wyniki potwierdzity tez stuszno$¢ zalecen przechowy-
wania produktow zywno$ciowych w temperaturze ponizej 4°C ze wzglgdu na wzrost
Listeria spp. {15].

Mimo duzych rdéznic liczby bakterii patogennych w poréwnaniu z towarzyszaca
im mikroflorg na korzy$¢ tego pierwszego (wyniki potwierdzone w badaniach wla-
snych), wzrost wybranych drobnoustrojow chorobotwoérczych przebiegat i tak o wiele
wolniej niz oszacowany na podstawie programu komputerowego PMP (patrz ponizej).
W przypadku wigkszej liczby mikroflory saprofitycznej w stosunku do patogennej
moglby on przebiegal jeszcze wolniej, gdyz konkurencja w stosunku do skiadnikow
odzywczych produktu zywno$ciowego, wykorzystywanych w metabolizmie drobno-
ustrojow bylaby z pewnos$cia jeszcze wigksza. MozZna przypuszczaé, ze w przypadku
mniejszej liczby poczatkowej komorek danej bakterii patogennej i przy odpowiedniej
temperaturze przechowywania, pod koniec okresu trwatosci liczba bakterii nie powin-
na wzrosna¢ do poziomu stanowigcego zagrozenie dla zdrowia konsumenta.

Modele zbiorcze czasowo-temperaturowe (powierzchni odpowiedzi) wzrostu,
przezywalnosci i inaktywacji drobnoustrojow chorobotworczych w modelowych
produktach miesnych

Gléwnym celem pracy bylo opracowanie modeli zbiorczych wzrostu, przezywal-
nodci i inaktywacji drobnoustrojow patogennych (Listeria monocytogenes, Salmonella
enteritidis) w modelowym produkcie migsnym. Dla kazdej badanej bakterii sformuto-
wano po 24 modele robocze, bedace droga poszukiwania modelu koncowego. Po prze-
analizowaniu wszystkich modeli i dalszych obliczeniach matematycznych i statystycz-
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nych shizacych jak najlepszemu dopasowaniu modelu, sformulowano model zbiorczy
(czasowo-temperaturowy) dla kazdej bakterii chorobotwoérczej. *

Na rys. 3 i 4 przedstawiono koncowe, optymalne modele zbiorcze S. enteritidis
(rys. 3) i L. monocytogenes (rys. 4). W kazdym modelu zastosowano estymacj¢ powy-
zej temperatury 20°C i powyzej 16 dnia przechowywania.
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Rys.3. Model czasowo-temperaturowy (powierzchni odpowiedzi) wzrostu, przezywalnoéci i inaktywa-
cji Salmonella enteritidis w produktach typu “meat-ball”:
a) bez estymacji, w zakresie danych doSwiadczalnych czasu i temperatury,
b) z estymacja powyzej zakresu danych do$wiadczalnych czasu i temperatury.
Fig. 3.  The response model of growth, survival and inactivation of Salmonella enteritidis in meat-balls:
a) without estimation within the range of evaluated time and temperature,
b) with estimation above range of evaluated time and temperature.
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Rys. 4. Model czasowo-temperaturowy (powierzchni odpowiedzi) wzrostu, przezywalnosci i inaktywa-
cji Listeria monocytogenes w produktach typu “meat-ball”
a) bez estymacji, w zakresie danych do$wiadczalnych czasu i temperatury,
b) z estymacja powyzej zakresu danych do$wiadczalnych czasu i temperatury.

Fig. 4. The response model of growth, survival and inactivation of Listeria monocytogenes in meat-
balls:
a) without estimation within the range of evaluated time and temperature,
b) with estimation above range of evaluated time and temperature.

Przedstawiony model jest najlepszym z punktu widzenia jako$ci aproksymacji
(stopnia dopasowania modelu do danych pomiarowych) oraz wlasciwosci stochastycz-
nych modelu (niezwykle male asymptotyczne bledy Srednie szacunku, dzigki czemu
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oceny parametrow statystycznie istotnie r6znia si¢ od zera — sa istotne). Zmienno$¢
zmiennych objasniajacych czas i temperaturg prawie w 100% wyjasnia ksztaltowanie
si¢ zmiennej zaleznej (log cfu/g).

y = P+L[(x1+€)¥][(x2+e)M]( N*1)(O%2)+u (D

R=1,0000 Ze’=0,0009 ¢=1,00x10"

gdzie: L =2,1181,

£=0,1918,

M =0,2301,

N =0,9897,

0 = 10,9990,

P =3,4018,

X| - czas przechowywania (dni),

X, — temperatura przechowywania (°C),

u — skladnik losowy,

0,000 = Se? wariancja resztowa,

0,008 = Se odchylenie standardowe resztowe,

0,0001 = j* wspotczynnik zbieznosci,

0,9999 = R? wspolczynnik determinacji,

0,9999 = R wspodlczynnik korelacji wielorakie;j.

Przedstawiony model jest najlepszym z punktu widzenia aproksymacji (stopnia
dopasowania do danych pomiarowych), jak i wlasciwosci stochastycznych. Wszystkie
oceny parametrOw statystycznie istotnie rdznia si¢ od zera na poziomie istotnosci co
najmniej 0,006, co znacznie przekracza zwyczajowo przyjmowany poziom istotno$ci
0,05.

y=U+explR-S/(x1+¢)-T/(x2+¢)] +u (2)

R=0,9724 Xe?=5,0964 €=1,00x10"°
gdzie: R=2,0109

S=1,5586
T=2,1266
U =3,8599

X — czas przechowywania (dni)

X, — temperatura przechowywania (°C)

u — skiadnik losowy

0,3640 = Se’ wariancja resztowa

0,6033 = Se odchylenie standardowe resztowe
0,0544 = j* wspotczynnik zbieznosci

0,9455 = R? wspbtczynnik determinacji
0,9724 = R wspolczynnik korelacji wielorakiej
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W przyszloéci nalezaloby przeprowadzié badania i skonstruowaé model dla niz-
szej, poczatkowej liczby komorek bakterii chorobotwérczych (wprowadzanych do
produktu), gdyz w przedstawionej pracy inoculum zakazajace miato dos¢ wysoka gg-
stos§¢, stad wysoka liczba poczatkowa bakterii w produkcie. Wynikalo to z obawy, ze
przy zbyt malej liczbie wprowadzanych bakterii zostana one zdominowane przez mi-
kroflorg towarzyszaca.

Oszacowanie mozliwosci rozwoju mikroflory patogennej z wykorzystaniem ,, Pathogen
Modeling Program”

Do wywolania zatrucia lub zmian niekorzystnych dla zdrowia konieczny jest pe-
wien poziom zanieczyszczenia danymi drobnoustrojami patogennymi, ktéry wynosi w
przypadku Salmonella spp. ponizej 5 log(cfu/g) i Listeria spp. okoto 4 log(cfu/g) [14].

Do szacowania wykorzystano wiasne dane doswiadczalne dotyczace sktadu pro-
duktu oraz wlasne wyniki badan mikrobiologicznych, dotyczace drobnoustrojow cho-
robotwoérczych (L.monocytogenes i S. enteritidis). Przyjgto nastgpujace wartosci:

pH 58,
stezenie NaCl 1,2%,
log liczby poczatkowej Listeria monocytogenes 3,9,
log liczby poczatkowej Salmonella enteritidis 3.5.

W przypadku L. monocytogenes dokonano oszacowania dla temperatur: 5°C,
10°C, 15°C i 20°C, natomiast dla Salmonella spp.: 10°C, 15°C i 20°C. Byly to tempe-
ratury zastosowane w badaniach wiasnych, a jednocze$nie ujgte w programie.

Na podstawie programu oszacowano, po jakim czasie wystapi taka liczba bada-
nych bakterii patogennych, ktéra w badaniach wlasnych stwierdzono w 16 dniu prze-
chowywania. Oszacowano réwniez po jakim czasie liczba badanych bakterii bgdzie
stanowila zagrozenie dla zdrowia. Zar6wno w przypadku badan wilasnych jak i w wy-
mienionym programie, uzyskano krzywe wzrostu bakterii z wykorzystaniem réwnania
Gompertz’a.

Wyniki oszacowania wraz z czasem generacji i czasem trwania lag fazy przed-
stawiono w tab. 2.

Zaréwno w przypadku L. Monocytogenes, jak i Salmonella spp. stwierdzono, ze
taka sama liczba wymienionych bakterii, ktdra oznaczono w 16 dniu przechowywania
w badaniach wlasnych, jest szacowana znacznie wcze$niej przy pomocy Pathogen
Modeling Program. Wraz ze wzrostem temperatury przechowywania réznice czasow
sa coraz wieksze. Na przyktad w przypadku rozwoju L. monocytogenes, w temp. 5°C
liczba komoérek oznaczona w badaniach wiasnych (w 16 dniu przechowywania) osza-
cowana zostata z programu 14 dnia, a w temp. 20°C juz w potowie drugiego dnia.

Nalezy zwrocié szczegblng uwage na stwierdzone duze réznice w szybkosci
wzrostu wymienionych bakterii patogennych w badaniach wlasnych, w poréwnaniu ze
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wzrostem oszacowanym na podstawie programu komputerowego Pathogen Modeling
Program (tab. 2). Rzeczywisty wzrost drobnoustrojow stwierdzony w badaniach wia-
snych, byt o wiele wolniejszy i nie tak bardzo réwnomierny w poréwnaniu ze wzro-
stem oszacowanym na podstawie programu komputerowego (rys. 5-18).

Tabela 2

Oszacowanie wzrostu bakterii patogennych na podstawie ,,Pathogen Modeling Program”
liczba koncowa (log cfu/g) osiagnigta w 16 dniu przechowywania w przedstawionych
badaniach,
BB Jiczba (log cfi/g) badanego patogenu stanowiaca zagrozenie dla zdrowia.
Estimation of pathogen bacteria growth with Pathogen Modeling Program
=] the total count of bacteria (log cfu/g) obtained in own studies after 16 days of storage,
8 the count of pathogen harmfull for health.

Rodzaj emp Liczba LI,CZba Czas trwa- |Czas generacji Czas do osxqgn{fzma
] przech. koncowa . . zaloZonego poziomu
mikroorga- o poczatkowa nia lag fazy | (godziny) .
. O [log(cfu/g)] . ; (dni)
nizmu [log(cfu/g)] | . (dni) Generation .
. Storage |, .7 Final count . . Time to reach assumed
(type of micro-| = . Initial count Lag time time
organisms) time [log(ctu/g)} flog(cfu/g)] (days) (hours) level
g ©C) g g y (days)
5 3,9 3,62 14,7 14,00
N 10 39 1,61 58
Listeria
monocytogenes| 15 3,9 0,78 2,7
20 3,9 0,42 1,4
10 3,5 2,37 14,0
Salmonella 15 3,5 0,65 3,5
spp.
20 3,5 0,26 1,2

Przedstawione wyniki potwierdzaja, ze wzrost bakterii na wyselekcjonowanych
podiozach mikrobiologicznych rézni si¢ od wzrostu tych samych bakterii na podtozu,
jakim jest sam produkt zywno$ciowy. Potwierdzaja to takze badania Jeppesen’a i
Huss’a [6] dotyczace wzrostu L. monocytogenes i Y. enterocolitica w produktach ryb-
nych. Wiele czynnikdéw zwiazanych z ZywnoScia, takich jak np. dostepno$é skiadni-
kéw pokarmowych, czynniki antymikrobiologiczne, wplyw mikroflory towarzyszacej
nie jest uwzgledniany w modelach konstruowanych na podstawie doswiadczen wyko-
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nanych na podiozach mikrobiologicznych. Z tego powodu wielu takich modeli nie
mozna dopasowaé do wynikow badan przeprowadzonych na produkcie Zywnoscio-
wym. Wspélczynnik szybkoSci wzrostu i czas trwania lag fazy rézni sig znacznie od
otrzymanego na podstawie badan na ptynnych podiozach mikrobiologicznych, nawet z
uwzglednieniem tych samych warunkéw srodowiskowych [7].

Salmonella spp.
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Rys. 5. Wzrost Salmonella spp. w temperaturze 10°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 5. The estimated with PMP growth of Salmonella spp. at 10°C.

Avery i wsp. [1] w swoich badaniach poréwnawczych i przy konstrukcji progra-
mu komputerowego wykazali, ze wzrost na podtozu mikrobiologicznym zawsze byl
wigkszy niz w rzeczywistym produkcie zywno$ciowym. Podobne réznice zaobserwo-
wali takze inni autorzy wykorzystujacy program komputerowy Pathogen Modeling
Program. Szczawinski i wsp. [13] poréwnywali zachowanie si¢ L. monocytogenes w
kilku wybranych produktach spozywczych (kefir, jogurt, surowe mleko, termizowany
twarozek i peklowana szynka) z wynikami oszacowanymi za pomoca omawianego
programu. Zaobserwowano szybsza od przewidywanej w programie inaktywacjg liste-
rii w przetworach mlecznych (prawdopodobnie spowodowane oddzialywaniem bakte-

rii kwasu mlekowego) i powolniejszy od przewidywanego wzrost w peklowanej szyn-
ce.
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X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g

X - storage time (days)

Y - log cfu/g

Rys. 6.  Wzrost Salmonella enteritidis w produktach typu ,,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
1ze 10°C.
Fig. 6.  Growth of Salmonella enteritidis in meat-balls during storage at 10°C.

Dalgaard i Jorgensen [3] wykazali, Ze wzrost L. monocytogenes oszacowany na
podstawie programu komputerowego PMP byl znacznie szybszy, niz zaobserwowany
na podstawie badan w produkcie Zywno$ciowym, ktérym byt wedzony tosos. Predyk-
cja otrzymana przy zastosowaniu Food Micro Model w tym samym opracowaniu, row-
niez roznita si¢ od wynikow badan mikrobiologicznych prowadzonych na wymienio-
nym produkcie rybnym. W obu przypadkach, na podstawie programu komputerowego
otrzymywano wyzsze wspotczynniki szybkosci wzrostu i dluzszy czas trwania lag
fazy, w poréwnaniu z wynikami badan przeprowadzonych na produkcie Zywnoscio-
wym. W omawianym opracowaniu najbardziej zblizone do badan mikrobiologicznych
oszacowanie uzyskano przy zastosowaniu modelu Murphy’ego [8], do ktérego kon-
strukcji wykorzystano eksperymenty przeprowadzone na produktach mlecznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje si¢, ze wskazane bytoby stworze-
nie dla kazdej grupy zywnosci modelowego wyrobu, bgdacego rzeczywistym produk-
tem 1 jednocze$nie modelowym reprezentantem danej grupy. Z tego powodu nalezy
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" Salmonella spp.
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Rys. 7. Wzrost Salmonella spp. w temperaturze 15°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 7.  The estimated with PMP growth of Salmonella spp. at 15°C.

X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g
X - storage time (days)
Y - log cfu/g

Rys. 8. Wzrost Salmonella enteritidis w produktach typu ,,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 15°C.

Fig. 8.  Growth of Salmonella enteritidis in meat-balls during storage at 15°C.
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Salmonella spp.

—
0w O -
|

fog(CFU/ml)

QO =~ N W A GO N

0 025 05 075 1 125 15 175 2 225 25
Time (Days)

Rys. 9. Wzrost Salmonella spp. w temperaturze 20°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 9. The estimated with PMP growth of Salmonella spp. at 20°C.

: i
X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g
X - storage time (days)
Y - log cfu/g

Rys. 10. Wzrost Salmonella enteritidis w produktach typu ,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 20°C.

Fig. 10. Growth of Salmonella enteritidis in meat-balls during storage at 20°C.
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Listeria monocytogenes
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Rys. 11. Wzrost Listeria spp. w temperaturze 5°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 11. The estimated with PMP growth of Listeria spp. at 5°C.

X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g

X - storage time (days)

Y - log cfu/g

Rys. 12. Wazrost Listeria monocytogenes w produktach typu ,,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 5°C.

Fig. 12. Growth of Listeria monocytogenes in meat-balls during storage at 5°C.
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Listeria monocytogenes
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Rys. 13. Wzrost Listeria spp. w temperaturze 10°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 13. The estimated with PMP growth of Listeria spp. at 10°C.

X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g
X - storage time (days)
Y - log cfu/g

Rys. 14. Wzrost Listeria monocytogenes w produktach typu ,,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 10°C.

Fig. 14. Growth of Listeria monocytogenes in meat-balls during storage at 10°C.
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Listeria monocytogenes
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Rys. 15. Wzrost Listeria spp. w temperaturze 15°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 15. The estimated with PMP growth of Listeria spp. at 15°C.

X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g
X - storage time (days)
Y - log cfu/g
Rys. 16. Wazrost Listeria monocytogenes w produktach typu ,,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 15°C.
Fig. 16. Growth of Listeria monocytogenes in meat-balls during storage at 15°C.
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Listeria monocytogenes
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Rys. 17. Wazrost Listeria spp. w temperaturze 20°C oszacowany przy pomocy PMP.
Fig. 17. The estimated with PMP growth of Listeria spp. at 20°C.

X - czas przechowywania (dni),
Y - log cfu/g

X - storage time (days)

Y - log cfu/g

Rys. 18. Wzrost Listeria monocytogenes w produktach typu ,meat-ball” przechowywanych w temperatu-
rze 20°C.

Fig. 18. Growth of Listeria monocytogenes in meat-balls during storage at 20°C.
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konstruowaé modele dla réznych typéw zywnos$ci. W przedstawionych badaniach wy-
brano produkty z migsa rozdrobnionego, gdyz sa one bardzo popularne na rynku i
chetnie kupowane przez konsumentéw (hamburgery, zrazy mielone, karma dla zwie-
rzat). Wydaje sig, Zze badany produkt typu ,meat-ball” moze by¢ uwazany za wyrdb
modelowy dla grupy produktéw z migsa rozdrobnionego, nie peklowanego.

‘Whioski

1.

(1]
[2]
(3]
[4]
(3]
[6]

(71
(8]

Uzyskane wyniki badaf pozwolity na skonstruowanie modeli czasowo-
temperaturowych (powierzchni odpowiedzi) dla wybranych bakterii chorobotwor-
czych (Salmonella enteritidis 1 Listeria monocytogenes).

. Oszacowany na podstawie Pathogen Modeling Program wzrost bakterit chorobo-

tworczych (Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis) byt znacznie szybszy w
poréwnaniu ze wzrostem tych bakterii w modelowych produktach migsnych.
Skonstruowane modele czasowo-temperaturowe wzrostu, przezywalnosci i $mierci
drobnoustrojow chorobotwérczych potwierdzaja tezg, Ze badania mikrobiologiczne
prowadzone w celu uzyskania modeli prognostycznych, powinny by¢ przeprowa-
dzane na modelowych produktach zywnosciowych, a nie ptynnych pozywkach mi-
krobiologicznych. Odpowiednie modele produktéw zywnoSciowych powinny byé
zaproponowane dla kazdej grupy zywnosci.
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PREDICTION OF PATHOGENIC BACTERIA GROWTH
IN READY-TO-EAT MEAT PRODUCT

Summary

The purpose of this work was to construct the response surface model of growth, survival and inacti-
vation for two food pathogens (Salmonella enteritidis and Listeria monocytogenes) in model meat prod-
ucts (met-ball) and comparison results of own microbiological evaluations with predicted values, obtained
with Pathogen Modeling Program v. 5.1. Gauss-Newton method was used to construct the responce sur-
face model of growth, survival and inactivation.

It was concluded, that constructed models of growth, survival and inactivation of pathogen bacteria
should be lead with model food product, not with syntethic liquid media. Suitable model products should
be developed for each group of food commoditis.



