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GWARANTOWANA JAKOSC MIKROBIOLOGICZNA
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"Nie ma zadnej pewnosci, je§li nic mozna
zastosowaé ktérej§ z nauki opicrajacej si¢ na
naukach matematycznych"

Leonardo da Vinci
(1452-1519)

Pojecie jakosci zywnosci jest dobrze znane i latwo rozpoznawalne za pomoca réznych
metod, ale nadal brak jest jednoznacznej definicji tego terminu. Wedlug normy ISO 8402
"Jako$¢ to ogo6t cech i wlasciwosci wyrobu lub uslugi, decydujacych o zdolnosci wyrobu lub
uslugi do zaspokojenia stwicrdzonych lub przewidywanych potrzeb" [1]. Obok tego typu
definicji nominalnych, istnicja takze decfinicjc realnc - charakteryzujgce pojecie przez
-wyliczanie jego istotnych cech [2] np. definicja Szczuckiego: "Jako$¢ artykuléw spozywczych -
jest to stopicit zdrowotno$ci, atrakcyjnosci sensorycznej i dyspozycyjnosci ..." [3].

Wychodzac z podobnego zaloZenia proponuj¢ nast¢pujace zestawienic istotnych cech
skladowych jakosci mikrobiologiczncj zywnosci (rys. 1.):
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Dla jako$ci mikrobiologicznej przyjmuje¢ nast¢pujaca realna definicjg:

Jakosé mikrobiologiczna $wiezych lub utrwalonych produktéw zywnosciowych to
stopiein ich bezpieczeristwa, trwalo$ci mikrobiologicznej, akceptowalnosci sensorycznej
i dietetycznosci.

Wedlug ISO 8402 pojecie zapewnienia jakoSci (ang. quality assurance - QA) mozna
zdefiniowaé jako "wszystkie planowe i systematyczne dzialania, niezb¢dne do stworzenia
odpowiedniego stopnia zaufania co do tego, ze wyr6b lub ustuga spetni ustalone wymagania
jakoSciowe ... . Skuteczno$¢ zapewnienia jako$ci wymaga zar6wno systematycznej oceny
czynnikéw wplywajacych na trafnosé projektu lub specyfikacji wymagaii w odniesieniu do
zamierzonych zastosowafi jak i weryfikacji i auditow produkcji, instalowania i operacji
kontrolnych. Stworzenie odpowiedniego stopnia zaufania moze wymaga¢ udokumentowania”
[1]. W tym ujeciu przyjmuje, ze zywno$¢ gwarantowanej jakosci to produkty zywnosciowe,
dla ktorych w calym procesie pozyskiwania, przetwoérstwa i dystrybucji zastesowano
systemy gwarantujace spelnienie ustalonych wymagaii jakosciowych.

Z powyzszych rozwazaii wynika, Ze dla uzyskania zywnoS$ci gwarantowanej jakosci,
niezb¢dna jest znajomo$§¢ wymagaf, ktére sa rézne dla poszczegélnych produktéw
zywnos$ciowych. Wymagania mikrobiologiczne zwiazane sa bezposrednio z koniecznoscia
zapewnienia wymienionych cech, chrakteryzujacych jako$¢ mikrobiologiczna produktéw tj.:
bezpicczefistwa, trwalos$ci, akceptowalnosci sensorycznej i dietetycznosci. Ze wzgledow
zdrowotnych, z powodu mozliwosci wystapienia zatru¢ i zakazei pokarmowych,
bezpieczestwo ma znaczenie podstawowe.

1. Oszacowanie Bezpieczeristwa Mikrobiologicznego

Zalezy ono od rodzaju i ilosci mikroorganizméw lub ilosci produkowanych przez
drobnoustroje toksyn, obecnych w spozywanej zywnosci. Ryzyko zachorowania zwigzane jest
poza tym z podatno$cia organizmu na tego typu czynniki. Tak wi¢c przy tworzeniu wymagai
mikrobiologicznych nalezy z jednej strony postugiwad si¢ wiedza mikrobiologiczna zwiazana z
mozliwoscia wyst¢epowania potencjalnie niebezpiecznych mikroorganizméw w danym
produkcie zywnosciowym, a Z drugiej - wiedza medyczna okre$lajaca ilos¢ mikroorganizmow i
toksyn, ktére moga wywotaé zakazenie lub zatrucie. Formalne oszacowanie ryzyka zwiazanego
z mikrobiologicznym (lub innym) skazeniem Zzywno$ci, moze by¢ dokonane na drodze
czterostopniowej analizy [4]:

1) Identyfikacja zagrozenia - wskazanie na czynnik, ktéry moze mie¢ dziatanie niepomysine dla
zdrowia czlowieka.

2) Oszacowanie zagrozenia - zbadanie iloSciowe i jako§ciowe natury niesprzyjajacego
oddzialywania.

3) Oszacowanie ryzyka (narazenia) - jakoSciowe i ilo§ciowe zbadanie stopnia narazania si¢ na
czynniki, ktdre moga wystapic,

4) Charakterystyka ryzyka - zebranie wynikéw ww. analiz dla ilo§ciowego oszacowania
prawdopadobiefistwa wystapienia niepomyS$lnego oddzialywania, w danej populacji.

Tego rodzaju sformalizowana proccdura oszacowania zagrozenia nic znalazla w zasadzie
zastosowania w mikrobiologii zywnosci, chociaz czynione sa pewne préby jej zalecenia np.
‘przez  Amerykafiski Narodowy Komitet Doradczy  ds. ZywnosSciowych Kryteriow
Mikrobiologicznych (NACMCF). Dwa pierwsze punkty (identyfikacja zagrozeh i ich
oszacanie) stanowig tez czgs¢ systemu HACCP [4].
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1.1. Identyfikacja zagrozen mikrobiologicznych

Mikroorganizmy sa powszechnie obecne w Srodowisku zycia czlowieka, w jego pozywieniu,
w nim samym. Nazwa drobnoustroje obejmuje nast¢pujace, nieréwnorz¢dne zreszta pod
wzgledem systematycznym, grupy organizméw: wirusy, bakterie i organizmy bakteriopodobne,
grzyby (zazwyczaj z wylaczeniem grzybéw kapeluszowych), glony jednokomérkowe i
kolonijne (z wylaczeniem glonéw plechowych), pierwotniaki. Poza tym tradycyjnym
podzialem mozna zastosowaé nieco inny, wyrézZniajacy trzy zasadnicze grupy - nadkr6lestwa:
Virales czyli wirusy, Prokaryota (bakterie i organizmy bakteriopodobne), Eukaryota.
Wszystkie formy nalezace do dwéch pierwszych nadkrélestw naleza do drobnoustrojéw.
Sposréd Eukaryota zaliczamy tylko pierwotniaki (Protozoa), nicktoére glony i grzyby oraz
$luzowce i Acrasiae [S]. '

Bakterie patogenne

Badania mikrobiologiczne i kliniczne doprowadzily do dosé dobrego poznania rodzajow i
“mozliwosci wystgpowania w zywno$ci mikroorganizméw patogennych, mogacych powodowaé
zatrucia 1 zakazenia pokarmowe. Jednakze nasza wiedza nie jest kompletna, gdyz w wigkszosci
przypadkéw zatru¢ pokarmowych, zaréwno Zrédlo zywnosci jak i mikroarganizmy powodujace
zatrucie pozostaja nie zidentyfikowane. W wiclu krajach rozpoczgto obecnie szeroko zakrojona
akcje (badania Sentinel), majaca na celu dokladne zbadanie wszystkich przypadkéw
zachorowaii pokarmowych, a w szczeg6lnosci okreslenie Zrodet zakazenia i drobnoustrojow,
ktdre byly jego przyczyna [4). :

Bakteryjne zatrucia pokarmowe dzieli si¢ na intoksykacje, ktérych przyczyna jest dzialanie
toksyny, i zatrucia typu zakaZnego, do ktérego wywolania konieczna jest obecno$¢ zywych
bakterii. Znanych jest wiele grup bakterii powodujacych zatrucia pokarmowe [6]. W$rdd nich
najwicksze zagroZenie zdrowotne stanowi Clostridium bowdinum, G*, bezwzglednie
beztlenowa pateczka. Wprawdzie botulizm wystepuje dosy¢ rzadko, ale ma szczegdlne
znaczenie ze wzgledu na cigzki przebieg choroby. Rozréznia si¢ 7 typdw oznaczonych literami
od A do G, przy czym w stosunku do czlowieka majq znaczenie typy: A, B, E, F, G. Toksyny
botulinowe naleza do najsilniejszych trucizn, dzialajacych na system nerwowy czlowicka.
Tworzenie toksyny nastgpuje wylacznie w przechowywanej zywnosci, tylko w warunkach
beztlenowych. Toksyny s oporne na dzialanie kwaséw, wigc nic ulegaja rozkladowi przez
kwas solny soku zotadkowego. Nie sa natomiast cieplooporne; ulegaja zniszczeniu podczas
ogrzewania w temperaturze 80°c przez 10 min. Zrédtem botulizmu sa najcz¢sciej konserwy i
zywno$¢ pakowana prézniowo lub w atmmosferze modyfikowanej, o pH powyzej 4,5. Produkty
zakazone toksyng botulinowa nie zawsze wykazuja sensoryczne objawy zepsucia, co moze by¢
niebezpieczne dla konsumentéw. Szczepy nie-proteolityczne Cl. botulinum moga rosnaé do
temperatury 3 3 C, co oznacza ze majq szans¢ rozwoju i produkql toksyn w czasie dlugiego,
chtodniczego przechowywania zywnosci [6, 7).

Mniej niebezpieczne zatrucia moga by¢ powodowane przez enterotoksyng gronkowcowa.
Czynnikiem etiologicznym sa chorobotwércze szczepy Staphylococcus aureus. Do
wytworzenia enterotoksyny jest konieczne osiagniccie przez populacjg co najmniej 10° 1g
produktu zywnoSciowego. Enterotoksyny tworza si¢ zar6wno w zywno$ci zawierajacej
przewage weglowodanéw, jak i bialek pochodzenia roslinnego oraz zwierz¢cego. Duze
niebezpieczeiistwo stwarzaja lody, kremy i inne produkty cukiernicze, zwlaszcza
przygotowywane z surowego mleka. Zrédtem zatrucia moga byé tez przetwory migsne i
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konserwy, zwlaszcza w zalewie olejowej, gdzie gronkowce wykazuja wyjatkowo duza
cieploopornosé [6].

Duze zagrozenie zdrowotne moze stanowié¢ rodzaj Salmonella - G, tlenowe lub wzglednie
bezllenowe nie przetrwalnikujace paleczki. Moga rosna¢ w szerokim zakresie temperatur (7 -
480 C) i pH 4 - 8. Rozpowszechnily si¢ one w ostatnich dziesiatkach lat wskutek rozwoju
mi¢dzynarodowego handlu zywnoscia i paszami. Obecnie znanych jest 2200 typoéw
serologicznych i wciaz odkrywane sa nowe. Z produktéw, ktére sa przyczyna zatrué tym
drobnoustrojem nalezy wymieni¢: potrawy migsne, drobiowe, mleczne i z dodatkiem jaj [6].

Takze Shigella, Bacillus subtilis i Clostridium perfringens moga stanowié¢ zagrozenie dla
zdrowia. W ostatnich latach wzrasta liczba doniesieii nt. zatru¢ pokarmowych wywotywanych
przez Escherichia coli - bakteri¢ wchodzaca w sklad mikroflory przewodu pokarmowego
czlowieka i zwierzat i uwazana za nieszkodliwa, a wrgcz pozyteczna. Istnieja jednak szczepy
chorobotwércze, ktore moga wywolywaé zaburzenia jelitowe (enteritis) oraz infekcje o ré6znym
przebiegu u ludzi i zwierzat.

Dopiero od niespelna 20 lat znane sa zacborowania powodowane przez gatunek
Campylobacter  jejuni, bakteric G’, nie przetrwalnikujaca, mikroaerofil. Obecnic
kampylobakteriozy wyst¢puja i sa rozpoznawane w wielu krajach na $wiecie, przewyzszajac
nawet salmonellozy. Do szczegdlnie czg¢sto zanieczyszczonych ta bakteria produktéw naleza:
mi¢so drobiowe i mleko nie pasteryzowane [6].

Niezaprzeczalne zagroZenie stanowia organizmy psychrotrofowe, takie jak Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica i Aeromonas hydrophila. Dotychczas zidentyﬁkowano
7 gatunkdéw Listeria i wyrdzniono co najmniej 16 serotypdw tego gatunku. Jest to bakteria G,
nie przetrwalnikujaca o szerokim zakresie temperatury wzrostu (0,5 - 45 C) W 1usk1ch
temperaturach moze wzrasta¢ do nicbezpiecznych ilosci, gdyz uzyskuje sprzyjajace warunki,
dzigki ograniczeniu wzrostu drobnoustrojow mezofilnych. Na gatunck ten zwraca sig
szczegdlnag uwage ze wzgledu na udokumentowane przypadki pojedynczych i grupowych,
groznych infekcji ludzi oraz wywolywanie chordb (listeriozy), Koiiczacych sie duza
$miertelnoscia. Do produktéw szczegdlnie czesto zanicczyszezonych L. monocytogenes naleza
sery migkkie, "maziowe" i dojrzewajace z udzialem ple$ni, a nast¢pnie surowe migso, drdb,
surowe i pasteryzowane mleko, nie myte owoce i warzywa [0, 7}.

Yersinia enterocolitica (i inne z rodzaju Yersinia) to baktcria G, Wzglcdme beztlenowa,
psychrotroficzna, mogaca wzrasta¢ w zakresie temperatur od 2%C do 45°Ci pH 4,6 - 9,0. Jako
patogen odzywnosciowy, powodujacy chorobg zwana yersinioza, zostala rozpoznana dopiero w
polowie lat siedemdziesiatych. Giéwnym Zrédiem zakazenia jest woda, nastgpnie produkty
zawierajace mleko oraz mig¢so surowe i gotowane, ryby, owoce morza, surowe warzywa [6].

Grzyby i ich toksyny

Rozwdj grzybéw w zywnoS§ci moze byé przyczyna jej zepsucia lub pogorszenia cech
sensorycznych (plesnienie pieczywa czy warzyw, fermentacja sokéw owocowych itd.). Moze
jednak takze stanowi¢ powazne zagrozenie zdrowotne. Bardzo duza ilo$¢ plesni ma zdolnosci
produkowania substancji toksycznych zwanych mykotoksynami. Niektére z nich wykazuja
wiasciwosci mutageniczne (zwigkszajace czgsto$¢ mutacji) i kancerogenne, inne s toksyczne
w stosunku do specyficznych organéw. Do najlepiej poznanych mykotoksyn nalezy
aflatoksyna. Historia jej poznania si¢ga roku 1960, kiedy to w Anglii padlo ponad 100 000
indykéw po zjedzeniu paszy z orzeszkéw ziemnych, sprowadzanej z Afryki i Ameryki
Poludniowej. Z trujacej paszy wyizolowano Aspergillus flavus i toksyne wytworzona przez
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pleéi,, ktérqa nazwano aflatoksyna. PdZniej stwierdzono, ze takze A. parasiticus produkuje
aflatoksyn¢. Zwiazki te wykrywano na $wiezej wolowinie, szynce i bekonie, mleku, piwie,
kakao, rodzynkach, mleku sojowym, kietbasach dojrzewajacych, serze, soku jabtkowym itp.
Dwoma waznymi czynnikami wplywajacymi na produkcj¢ tosyn sa temperatura (opt. 24 -
280C) i aktywno$¢ wody. Stwierdzono, ze aflatoksyny maja wlasciwoSci kancerogenne. Normy
amerykafiskie przewiduja do 20 ppb dla ZywnoSci i paszy z wylaczeniem mleka dla ktérego
maksymalna ilo§¢ moze wynosic tylko 0,5 ppb [8, 9].

Innymi mykotoksynami spotykanymi do$¢ czesto w zywnosci sa: ochratoksyny, patuliny,
kwas penicylinowy i inne. W wigkszosci sa one termostabilne, tak wigc nie sa rozkladane
podczas gotowania.

Wirusy

Wiedza na temat obecno$ci wirusdw w zZywnoSci jest znacznie mniejsza niz o bakteriach czy
grzybach, giownie ze wzgledu na trudnoSci zwiagzane z ich izolowaniem, hodowla i
oznaczaniem w produktach zywno$ciowych. Wiadomo jednak, Zze podobnie jak bakterie
jelitowe takze wirusy tego pochodzenia stanowia potencjalne zagrozenie, jako skazenie
zywnosci. Sa to np.: Picornawirusy, Reowirusy, Parvowirusy, Adenowirusy.
Najpopulamiejszym Zrédlem wiruséw, powodujacych zatrucia pokarmowe sa skorupiaki,
zakazane wirusami za poSrednictwem wody w ktorej zyja. Wirusy moga przetrwaé w zakazonej
zywnoSci przez kilka - kilkanascie dni i nic sa wrazliwe na rozwdj bakterii powodujacych jej
zepsucie. Istnieje wiele udokumentowanych infekeji wirusowych spowodowanych spozyciem
salatck, kanapek, ostryg i innych produkiéw [8].

Dosyé rozlegla wiedza, jaka obecnie dysponujemy, nt. wzrostu, przezywalnosci i §mierci
chorobotwdrczych mikroorganizméw pochodzacych z zZywnosci, moze byé zastosowana do
idntyfikacji potencjalnego zagrozenia mikrobiologicznego w poszczegélnych produktach
zywnoSciowych. Celowi temu shuzy prognozowanie mikrobiologiczne, ktdre zostanie szerzej
omdwione w dalszej cz¢sci referatu.

1. 2. Oszacowanie zagrozenia

Aby oszacowanie zagrozenia bylo cfektywne, musi by¢ zardwno ilo$ciowe jak i obiektywne.
W ciagu ostatnich lat, mikrobiolodzy zywnosci dokonali istolnego postepu w dziedzinie
ilosciowego i obiektywnego szacowania zagroZenia mikrobiologicznego zwiazanego z
zywnoscia oraz okreflania strategii jego kontroli. Taka wlasnie procedura szacowania
zagrozenia, zostala zastosowana przy opracowywaniu systemu HACCP [4, 10, 11]. Podobna,
chociaz mniej wykorzystywana procedurg (LISA - longitudinally integrated safety assurance,
szeregowo zintegrowane szacowanic bezpieczenstwa) zaproponowat Mossel [4].

Giéwnym problemem prawidlowego oszacowania zagroZenia jest uzyskanie ilo§ciowej
informacji o mozliwoSci wystapicnia zatrucia poprzez zywno$¢ zakaZona rézna ilocia
mikroflory patogennej, tj. czy wystapi infckcja, a jesli tak to jaki bedzie jej przebieg? Nasza
obecna wiedza na temat wplywu koncentracji mikroorganizméw w zywnosci na zainicjowanie
choroby, jest jeszcze nie pelna. Lepsze poznanie dzialania réZznych czynnikéw na proces
zainicjowania infekcji, umozliwi skonstruowanie odpowiednich modeli dla giéwnych
patogendéw  zywnosciowych. Tego typu model, okre$lajacy chorobotwércze dawki
mikroorganizmdw, zostat juz opracowany dla drobnoustrojéw patogennych w wodzie pitnej, a
ostatnio rozszerzony do okreslenia ryzyka zdrowotnego zwigzanego z zakaZzeniem wirusowym
migczakéw (Beta-Distribution Probability Model of Haas) [4].
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1.3 Oszacowanie stopnia ryzyka

Polega ono na wyznaczeniu prawdopodobiefistwa konsumpcji  takiej  iloSci
mikroorganizméw, ktéra moze wywotaé infekcje¢ lub chorobe. Gléwnym problemem jest tutaj
rozmieszczenie mikroorganizméw w zywnosci. Zwykle jest ono heterogenne i zmieniajace si¢
w catym laficuchu Zywno§ciowym w rezultacie wzrostu lub $mierci mikroorganizméw, podczas
przechowywania i przygotowania do spozycia. Niektorzy badacze uwazaja, Ze rozmieszczenie
organizméw w zywnosci jest losowe, ale inni przyjmuja rozklad normalny [4]. Biorac pod
uwage heterogeniczne rozmieszczenie drobnoustrojéw w zywno$ci i réznorodnos$é reakcji
indywidualnych organizméw na infekcj¢, nie jest zaskoczeniem, Ze nie wszyscy zachoruja,
mimo narazenia na chorobotwércza dawke mikroorganizméw (rys. 2.).

MDI
Czestosé % infekcij
rozmieszczenia | w populagji
mikroorganizméw <+« | spozywajacej
W 2ywnosci Zywnos$¢

log liczby mikroorganizméw

Rys. 2. Oszacowanie ryzyka zagrozenia mikrobiologicznego
MDI - minimalna dawka infekcyjna
—— - czestotliwosé rozmieszczenia mikroorganizméw
----- % infekcji (strzatkami zaznaczono granice
przedziatu ufnosci odzwierciedlajgce wrazliwosé
populaciji)

1.4 Charakterystyka ryzyka

Wynika ona z oszacowania zagrozenia i narazania si¢ (ryzyka), a og6lnie wyraZana jest jako
rozklad prawdopodobiefistwa wystapienia oszacowanego zagrozenia. Nalezy wzia¢ pod uwage,
e osiagni¢cie absolutnego bezpieczefistwa jest niemozliwe i w zwiazku z tym musi byé
okreslone dopuszczalne ryzyko choroby w populacji narazonej na niebezpieczefistwo
mikrobiologiczne. W idealnych warunkach powinno to by¢ opracowane przez zespot
skladajacy si¢ z pracownikéw przemysh, konsumentéw i odpowiedzialnych autorytetéw z
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dziedziny ochrony zdrowia, ktérzy braliby pod uwagg aspekty socjalno-ekonomiczne i inne.
Dla wspomnianego juz modelu opracowanego dla wody i skorupiakéw, Agencja Srodowiska
Stanéw Zjednoczonych, zaproponowala aby poziom dopuszczalnego ryzyka spowodowanego
konsumpcja wody wynosil: jedna infekcja na 10* 0séb na rok. Z kolei Mossel i Drion [4]
zaproponowali zastosowanie §redniej czgstotliwosci infekcji dla patogendw jako jedna infekcja
w calej populacji podczas 100 lat. Réznice te wskazuja na pragmatyczne podejscie Agencji
i bardziej idealistyczna wizj¢ naukowcéw. W kazdym przypadku nalezy jednak dostosowywaé
poziom dopuszczalnego ryzyka do powagi zagroZenia, jakie niesie ze soba obecno$¢ danego
patogenu. Na przyklad poziom bezpieczenstwa dla Clostridium botulinum musi by¢ znacznie
wyzszy niz dla mniej groZnych mikroorganizméw (np. Clostridium perfringens). Dlatego tez
akceptowany poziom narazenia si¢ na obecno$¢ Clostridium botulinum w zywnosci
apertyzowanej musi by¢ ponizej 1 puszki na 10'? opakowait, gdy dla innych, nie powodujacych
zagrozenia zycia lub odpowiedzialnych za zepsucie organizmdéw, dopuszczalny jest poziom
ponizej jednej puszki na 10°.

Tak wigc w celu okreslenia dopuszczalnego ryzyka, przemyst musi wzia¢ pod uwagg - dane
epidemiologiczne dotyczace zachorowaii (dawka i powaga choroby); - wybrang populacjg
konsumentéw; - prawdopodobiefistwo wysiapienia niekontrolowanego ryzyka zagrozenia
zdrowia. Na podstawie takiej analizy, definiowany jest poziom zabezpieczenia koniecznego do
zastosowania przy poszczegélnych operacjach technologicznych. Istotnym jest jednak aby
redukujac ryzyko narazenia si¢ na jedno nicbezpieczeiistwo, nie spowodowaé jednocze$nie
wzrostu ryzyka innego czynnika. Zawsze wicc istnieje potrzeba wywazenia ryzyka réznych
czynnikdw i podjecia pragmatycznej decyzji, zgodnie z zasada ze jeSli nie bgdziemy jesé,
zaglodzimy si¢ na Smieré, lecz gdy bedziemy jesé, takze mozemy umrzeé.

Formalne oszacowanie ryzyka zwiazanego z drobnoustrojami patogennymi, bedzie zawsze
nastreczalo duzo trudnosci, ze wzgledu na nie przewidywalne i specyficzne czynniki, ktére
musza by¢ brane pod uwagge dla oszacowania nicbezpieczefisiwa i narazenia si¢. Podejmuje si¢
jednak dzialania, ktérych celem jest zapewnienie bezpieczeiistwa zywnosSci migdzy innymi
réznorodne systemy zapewnienia jakos$ci. Jak juz wspomniano, jednym z narz¢dzi, ktére moze
by¢ stosowane w systemach stuzacych zagwarantowaniu jakosci, sa matematyczne modele
mikrobiologiczne pozwalajace na okre§lenic przewidywanego zachowania mikroorganizmdw,
(jakoSciowego i ilosciowego). Dziedzina 1a zostala nazwana "predictive microbiology"; ponizej
omoéwiono jej ogdlne zasady.

2. MIKROBIOLOGIA PROGNOSTYCZNA

Mikrobiologia  prognostyczna  (“predictive  microbiology") to  przewidywanie,
przepowiadanie czy prognozowanie w mikrobiologii. W ciagu ostatnich S - 8 lat mikrobiologia
prognostyczna byla jedna z najintensywnicj rozwijajacych si¢ sub-dyscyplin w ramach
mikrobiologii zywnosci. Zainteresowanie 1a dziedzina ma zasi¢g ogblno$wiatowy [12, 13, 14,
15, 16].

Jedno z podstawowych zalozeii nowoczesnej mikrobiologii zywnosci stanowi fakt, Ze wzrost
mikroorganizméw jest funkcja zywnosci jako Srodowiska. Gatunki bardziej przystosowane do
zycia w takim $rodowisku jakim jest ZywnoS$¢ beda dominujace. W kazdym Srodowisku mozna
okreslié¢ skoniczona ilo$¢ czynnikéw wplywajacych na fizjologiczne reakcje mikroorganizméw.
Tecorcetycznie, mozliwe jest uzyskanie specyficznych informacji, dotyczacych charkaterystyk
wzrostu poszczegélnych mikroorganizméw w kazdym produkcie zywno$ciowym, jako
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odpowicdZ na okreSlonec warunki S$rodowiska. Jednakze ogromna ilo§¢ produktow
zywnosciowych spozywanych na §wiecie i wysoki poziom zmiennoS$ci biologicznej, w zasadzie
uniemozliwia realizacje tych tcoretycznych zalozefi. Na szczg$cie w wigkszo$ci produktow
zywno$ciowych  wystepuje  limitowana ilo§¢ czynnikbw  determinujacych  wzrost
mikroorganizméw. Jesli zostanie okreslona reakcja mikroorganizméw na te czynniki, mozliwe
bedzie okreslenie ich zachowania w zywnosci. Zalozenie to lezy u podstaw mikrobiologii
prognostycznej. Na podstawic zebranych w kontrolowanych warunkach danych, formulowane
sa zaleznosci matcmatyczne, okre§lajace wplyw i interakcje poszczegdlnych zmiennych.

Obliczone modele matematyczne moga by¢ nastgpnie wykorzystane do przewidywania

zachowania mikroorganizméw w szeregu produkidéw Zywnos$ciowych, tylko na podstawie

pomiaru parametréw fizycznych [13, 14].

Mikrobiologia Zzywno$ci byla zawsze dziedzina w ktdrej stosowano modelowanic
matcmatyczne, chociaz cz¢sto mikrobiolodzy zywnosci nie zdawali sobie w pelni sprawy z
faktu, zc techniki ktdre rutynowo wykorzystuja, sa forma mikrobiologii prognostycznej.
Przykladem moze by¢ obliczanic opornosci termicznej i czaséw procesu, wymagajace
zastosowania liniowego modelu matematycznego opisujacego inaktywacje bakterii.

Mozna wymicni¢é wiele przyczyn ponownego zainteresowania modelowaniem
matematycznym dla opisu zaleznosci mikrobiologicznych w zywnosci, a wsrdd nich:

- powszechna dostgpnos$¢ mikrokomputerdw,

- preferencje konsumentéw dla $wiezych, mnicj przetworzonych produktéw zywnoSciowych.
Spowodowato to opracowanie nowych systemdw utrwalania kombinowanego,
polegajacych na zastosowaniu szeregu czynnikéw. W zwiazku z tym istnieje konieczno$§¢
iloSciowego okreslenia efcktéw kazdego czynnika dla zapewnicnia ogdlnej jakoSci
mikrobiologicznej zywnosci. Takze stosowanie HACCP wymagajacego okreslenia limitow
krytycznych dla poszczegdlnych ctapdw obrobki zywnosci, stwarza potrzebg opracowania
efektywnych modeli,

- ogromna ilo$¢ r6znorodnych produktéw zywnosciowych obecnych w handlu
micdzynarodowym. Poprzez systematyczne okreslanic wplywu iloSciowego kluczowych
czynnikéw oddzialywujacych na zachowanie mikroorganizméw, mozliwe jest stworzenie
clfektywnych modeli, przydatnych dla ré6znych produktéw [12].

Picrwotne modele prognostyczne tworzone byty oddziclnic dla wzrostu i oddzielnie dla
inaktywacji drobnoustrojéw. Modele dotyczace wzrostu mikroorganizméw sa ogdlnie lepicj
opracowane niz modele inaktywacji, z wyjatkiem modeli inaktywacji termicznej. Obecnic
coraz czeSciej dostrzegana jest potrzeba konstruowania modeli obejmujacych wzrost,
przezywalno$¢ i §mieré mikroorganizmoéw.

2.1 Modelowanie wzrostu bakterii

Réznorodne modcele, opracowane dla opisu bakterii pochodzacych z zywnosci, moga by¢
sklasyfikowane w dwoch gléwnych grupach: modele oparte na prawdopodobiciistwie i modele
kinetyczne. Wybér metody zalezy od typu branej pod uwage bakterii i wplywu jej wzrostu na
bezpieczeiistwo produktu. Modele oparte na prawdopodobiciistic sa zwykle stosowane dla
bakterii przetrwalnikujacych, szczegdlnie Clostridium botulinum, w przypadku ktérych nawet
najmnicjszy wzrost jest niebezpieczny. Modele kinetyczne opracowywano cz¢Sciej dla nie
przetrwalnikujacych patogendéw, szczegblnie tych kitére staja si¢ niebezpieczne dopiero po
przekroczeniu pewnego progu wzrostu [13].
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Drobnoustroje rozwijaja si¢ w srodowisku zgodnic z krzywa wzrostu, w ktérej po fazic
przystosowawczej, nastepuje faza wzrostu wykladniczego, a nastgpnic faza wzrostu
stacjonarnego i ostatnia - faza zamierania. Reakcje populacji bakteryjnej okresla sig dla potrzeb
mikrobiologii prognostycznej jako zmiang: w czasic trwania lag fazy, okresu gencracji, zmiang
czasu potrzebna do osiagni¢cia okres$lonej gestosci lub jako wspélczynnik szybkosci whasciwej
wzrostu. W ostatnich latach powstalo wiele modeli pierwotnych do opisu krzywych wzrostu
mikroorganizméw, zaréwno w systemach modcelowych jak i w zywno$ci. Modcle te pozwolily
na obiektywne wyrazenie krzywych wzrostu w postaci wzoréw matematycznych. Jest to
warmunkiem koniccznym do utworzenia modeli drugorzgdowych kinetyki  wzrostu
mikroorganizméw. Szczegdélnie istotnc bylo wykorzystanic réznorodnych zaleznosci
sigmoidalnych, takich jak krzywe logistyczne i Gompertz’a. Zaleznosci te byly pierwotnie
wykorzystywane do opisu innych proceséw biologicznych. Dopicro w koiicu lat 80. zwrécono
uwage mikrobiologéw ZywnoS$ci na mozliwo$¢ ich zastosowania do wyraZenia wzrostu
mikroorganizméw. Zmienito to radykalnie drogg analizy iloSciowej kinetyki wzrostu [12].

Wzér Gompertz’a jest cztecroparamcirowa funkcja opisujaca asymetryczna krzywa
sigmoidalng [15, 16]:

(B

Li=A+Ce”

gdzie:

Li = Log liczby bakterii w czasic t (w godz.) [log(cfu/ml)],

A = asymptotyczny log liczby bakterii przy nicoznaczonym spadku czasu (w przyblizeniu
odpowiada log poczatkowej ilosci bakicrii) [log(cfu/ml}],

C = asymptotyczna wiclko§¢ wzrostu ktéra nast¢puje przy nicoznaczonym wzroscie czasu
(ilos¢ log cykli wzrostu) [log/(cfu/ml}],

M = czas w kiérym absolutna szybkos$¢ wzrostu jest maksymalna [h],

B = relatywna szybkos$¢ wzrostu w czasie M [{log(cfu/ml)}/h].

Cztery parametry tcgo wzoru moga zosta¢ matematycznie przyrownane do charakterystyk
kultur mikrobiologicznych znanych mikrobiologom, tj. do wykladniczej szybkosci wzrostu,
czasu generacji, czasu trwania lag fazy i maksymalnej gestosci populacji. W zwiazku z tym
wzér Gomperiz’a moze by¢ przeksztalcony uzywajac parametréw szybkos$ci wzrostu i czasu
trwania lag fazy [12].

Modelowanie wplywu warunkéw srodowiskowych i kultur bakteryjnych na wzrost
bakterii

Wzrost mikroorganizméw w systemic zywnosciowym zalezy od szeregu zmiennych. Na
kinetyke wzrostu mikroorganizméw maja mi¢cdzy innymi wplyw: temperatura, pH, kwasowos¢,
aktywno$¢ wody, wilgotnos¢, izotermy absorpcji i desorpeji, dostepno$é tlenu, poziom
dwutlenku wegla, potencjat redox, zawarto$¢ i dostepnosé skladnikéw odzywezych, obecno§é
substancji antymikrobiologicznych. Tradycyjne technologie utrwalania oddziatywuja zwykle na
jeden z tych parametréw, tak aby zapobicgac rozwojowi drobnoustrojéw chorobotwérczych.
W zwiazku z rozwojem produkcji Zywnosci §wiezej jak najmnicj przetworzonej, opracowano
systemy zabezpieczenia Zywno$ci jedynie poprzez schladzanic i odpowiednie opakowanic,
stwarzajace wiclostopniowe bariery oddzialywujace na rdézne czynniki, odpowiedzialne za
rozwéj mikroorganizméw. Utrwalanic to polega na sumarycznym dzialaniu wielu czynnikéw,
Z ktérych kazdy oddzielnic nie jest w pelni skuteczny. Stosowana jest duza ilo$¢ kombinaciji
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réznych czynnikéw, ktére dopiero wtedy sa skuteczne. Dla kosztownego opracowywania i
produkcji tego typu wyrobéw, jest prawie niezb¢dnym dostgpno$é i stosowanie dobrego
modelu, laczacego wplyw stosowanych zmiennych [12].

Modele oparte na prawdopodobienstwie

Wigkszo$¢ tych modeli opartych jest na zalozeniach Hauschild’a [12], ktéry oszacowal
prawdopodobiefistwo rozwoju i produkcji toksyn przez pojedyificzy przetrwalnik Cl. botulinum.
Zatozenie to bierze pod uwage silny wplyw, jaki na kictkowanie przetrwalnikéw bakterii
wywieraja warunki kultury bakteryjnej. Wykazano np., Ze prawie wszystkie przetrwalniki C/.
botulinum wykielkowaly w sSrodowisku bez NaCl, o pH 7,0, podczas gdy tylko
1 sposréd 100 000 wykietkowal w obecnosci 2% NaCl i pH 5,5 [12, 13]. W wiclu
doswiadczeniach badano wplyw i interakcje szeregu zmiennych na prawdopodobienstwo
kietkowania i wzrostu Clostridium botulinum [12]. Do modelowania indywidualnego udziatu
zmiennych; wykorzystano réznorodne formy analizy regresji, dostarczajace wielu wzordw
matematycznych, ktére moga stuzyé do przewidywania zachowai bakterii w zywnosci [12].
Przyktadowe wzory zamieszono we wczesniejszej publikacji autorki [14].

Modele kinetyczne

Nastepna grupa modeli sa te, ktére matematycznie opisuja wplyw warunkéw kultury
bakteryjnej i Srodowiska, na kinetyke wzrostu mikroorganizméw, szczegdlnie okres trwania lag
fazy i czas generacji. Modelowanie moze by¢ prowadzone bezpoSrednio lub z wykorzystaniem
funkcji matematycznych takich jak wzér Gompertz’a.

Stwierdzono, ze wprawdzie potencjalny wzrost patogenéw w zywnosci zalezy od interakcji
wielu zmiennych, ale w przypadku szeregu produktéw wiodace znaczenie ma pojedynczy
czynnik. Na przyklad takim pojedynczym determinantem wzrostu mikroorganizméw w
zywnosci zhomogenizowanej, takiej jak plynne mleko, jest temperatura przechowywania. Nic
wigc dziwnego, Ze wigkszos¢ badan nad modelowaniem, dotyczyla wilasnie tej zmiennej [15,
16].

Modelowanie wplywu temperatury przy wykorzystaniu prostego wzoru Arrheniusa jest
odpowiednie tylko dla zakresu temperatury wzrostu organizméw. Innymi rozpatrywanymi
wzorami sa: nie-liniowy wzoér Arrheniusa-Schoolfielda, liniowy wzér Arrheniusa-Davey’a
i modele "pierwiastka kwadratowego" [12, 13]. Te ostatnie modele byly badane bardzo czgsto,
szczegolnie dla Zywno$ci chlodzonej.

W przypadku gdy w celu zapobiezenia wzrostowi mikroorganizméw, musi by¢ wzigta pod
uwagg wigksza ilo§¢ czynnikéw, typ opracowywanych modeli zalezy od ilosci i wzajemnej
zaleznosci zmiennych. Dla bardziej skomplikowanych ukladéw zaleznos$ci wigkszej iloSci
parametréw, stosowana jest technika "powierzchni odpowiedzi". Zaproponowane dla wielu
mikroorganziméw wzory "powierzchni odpowiedzi" opisuja wplyw i interakcje zmiennych
eksperymentalnych [14].

2.2 Matematyczne modelowanie inaktywacji mikroorganizméw w Zywnosci

Proces termicznej inaktywacji drobnoustrojéw zostat do$¢ dobrze poznany i opisany, takze
w postaci modeli matematycznych. Niszczenie populacji komérek pod wplywem wysokiej
temperatury jest procesem uzaleznionym od czasu ogrzewania. W czasie dzialania stalej,
letalnej temperatury na jednorodna zawiesing komodrkowa drobnoustrojow jednakowo
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cieploopornych, nastgpuje ich obumieranie w duzym zakresie wedlug prawidel reakcji
pierwszego rzgdu:
—=-kN
dt
w ktorych: N = ilo§¢ komérek przezywajacych ogrzewanie w czasie t,
k = wspbiczynnik proporcjonalnosci,
-dN/dt = szybkos¢ inaktywacji.
Po dalszych przeksztalceniach otrzymywana jest zalezno$¢:

_ 2303, No
Tk 9N

t

w ktérych:  No= poczatkowa ilo§¢ komébrek,
N = stezenie komérek po czasie ogrzewania t.

Powyzsze zaleznosci uzywane sa przy wyznaczaniu opornosci cieplnej komdrek bakterii,
niezaleznie od stosowanych metod pomiarowych, pod warunkiem, ze krzywe przezywalnosci
maja przebieg liniowy. W przypadku nie liniowego przebiegu tych krzywych moze byé
zastosowany wzor Alderton’a i Snell’a [17]:

(JgNo-1lgNy¥=kt+c

gdzie: No = poczatkowa ilo§¢ mikroorganizmdw,
N = ilo$¢ organizméw przezywajacych w czasie t,
k = stala szybkosci §mierci,
c = stala.

Reinchart i Mohdcsi-Farkas [18] sformulowali zalezno$ci matematyczne okreslajace wplyw
kilku czynnikéw: temperatury, aktywnosci wody, pH i potencjalu redox na inaktywacje siedmiu
gatunkéw drobnoustrojéw chorobotwoérczych. Stopiei cieplnej destrukeji (k) moze by¢ opisany
przykladowo nast¢pujacymi wzorami:

[1] lg k= a1 + bipH + b2Eh + bzaw + baT
(2] lgk = a4+ bipH + b2Eh + b7lg aw + baT

Obok stosunkowo duzej ilo$ci opracowaii dotyczacych modeli termicznej inaktywacji
mikroorganizméw, istnieja, cho¢ w zdecydowancj mniejszoSci, dane zwigzane z inaktywacja
nic termiczna. Dotycza one np. wplywu pH, aktywno$ci wody czy obecno$ci $rodkow
antymikrobiologicznych [12].

2.3 Modelowanie wzrostu, przezywalnosci i Smierci mikroorganizméw

Przedstawione powyzej rodzaje modelowania nie obejmuja calosci zjawisk. Zdarza sig
bowiem, Ze na przyklad mikroorganizmy zaczynaja si¢ rozwija¢ po krétkiej lag fazie. W innych
przypadkach moga zgina¢ lub przechodza przedluzony okres réwnowagi, ewentualnie
powodujacy wzrost, ale tylko po poczatkowym spadku. W takim przypadku zaprezentowane
powyzej rodzaje modeli, nie przedstawia prawdziwej populacji. W mikrobiologii Zywnosci
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duze znaczenie beda mialy modele zbiorcze, kidre zawieraja trzy rodzaje dynamiki populacji
(tj. wzrost, przezywalnos$¢ i $mier¢). '

Prace nad tego typu modelami zostaly podjete m.in. w Wielkiej Brytanii i sa sponsorowane
przez Ministerstwo Rolnictwa, Rybotéwstwa i Zywnosci [19, 20]. Prowadzone sa badania nad
konstrukcja modeli matematycznych dla bakterii patogennych: Aeromonas hydrophila,
Bacillus cereus, B. subtilis, Campylobacter, Clostridium botulinum, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella, Stapliylococcus aureus i Yersinia enterocolitica.

Przyklad tego typu prac stanowi opracowanie Jones’a i wsp. [19], dla Listeria
monocytogenes. Danymi wyjsciowymi do opracowania wzordw byt cykl zycia
mikroorganizméw, ktéry moze by¢ podziclony na dwie fazy: ’T’ - organizméw niedojrzatych,
nie zdolnych do podziatu i ’C’ - komérek dojrzalych. Szybko§é zmian calkowitej populacji
mikroorganizmdéw zostata przedstawiona w postaci wzoru:

dN (1)

o - Me G - I + CH @

gdzie:
N(t) - catkowita populacja drobnoustrojéw w czasic t,
Uc - funkcja szybkosci $mierci komérek dojrzatych,
u1 - funkcja szybkosci $mierci komérek niedojrzalych,
a - szybko$é podziatu komorek,
C(t) - ilos¢ komérek dojrzatych w czasie t,
I(t) - ilo$¢ komoérek niedojrzalych w czasie t.

Prowadzone przez wiele osrodkdéw w Wiclkicj Brytanii prace doprowadzily do
skonstruowania modeli, ktoére postuzylyby do napisania programu komputerowego "Food
Micro Model". Pozwala on na natychmiastowe okreslenic stanu mikrobiologicznego (w
zakresic powyzej wymienionych gatunkow drobnoustrojéw chorobotwoérczych) produkiow w
zalezno$ci od Srodowiska i warunkdw przechowywania, st¢zenia soli, pH, aktywno$ci wody,
zawartoSci kwasu mlekowego, CO2 , zawartosci azotynu sodu lub innych konserwantéw.
Zastosowanie tych technik jest dla mikrobiologdw szansa, pozwalajaca im na szybkie
okreslenie reakcji mikroorganizmdéw na zmieniajace si¢ warunki w zywnosci. Mozliwe jest
przewidywanie np. bezpiccznego okresu przydatnos$ci do spozycia, poprzez okreslenie
gatunkoéw drobnoustrojéw, ktore zostana zinaktywowane, przetrwaja lub bgda si¢ rozwijaé w
znanych warunkach [10]. W ten sposdéb mikrobiologia prognostyczna staje si¢ bardzo istotnym
narz¢dziem w systemach ksztaltowania okreslonej, gwarantowanej jakoSci produktéw
zywnosciowych (np. HACCP, TQM, ISO 9000), w czasie procesu ich pozyskiwania,
wytwarzania, przechowywania i dystrybucji, zastgpujac koficowa Kkontrol¢ wyrobéw
gotowych..
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