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Summary

The improvement of the microbiological quality of food products on the Polish market is a result of the
systematic introduction and improvement of food safety assurance systems. The present paper discusses tools
of predictive microbiology, i.e. software packages included in ComBase (www.combase.cc). These tools allow
for quantitative assessment of microbiological hazard, like the presence of food borne pathogens in dairy
products. The example of predicting the growth of bacteria from the species of Yersinia enterocolitica
in cottage cheese during a few stages of production is presented. Tools in the form of software packages
predicting the growth of microorganisms enable supporting the food safety assurance systems at every stage

of production.
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W dobie postepujacej globalizacji, zaistniatych w ostat-
nim czasie kryzysoOw zywnosciowych i coraz wigkszej
skali migdzynarodowego handlu zywnoscia, producenci
zywnoSci staja przed nowymi wyzwaniami zwigzanymi
z zapewnieniem bezpieczenstwa zywnos$ci. Poprawa ja-
kosci mikrobiologicznej produktéw spozywczych umiesz-
czanych na rynku wynika z wdrozenia i ciaglego udo-
skonalania systemow zarzadzania jakoscia (12, 14). Pod-
stawowymi systemami, ktore maja za zadanie zapewnic
bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci sa: GHP, GMP oraz
obligatoryjny w Polsce od 01.05.2004 r. system HACCP
(4). Pierwsze zapisy o konieczno$ci wdrazania systemu
HACCP w duzych przedsigbiorstwach okreslono w usta-
wie o warunkach zdrowotnych zywnosci i zywienia
7 11.05.2001 1. (5). W trosce o dobro konsumenta produ-
cenci zywnosci wdrazaja dobrowolne Systemy Zarzadza-
nia Bezpieczenstwem Zywnosci wedtug normy ISO
22000:2005(2). Systemy zarzadzania bezpieczenstwem
produkowanej zywnosci powinny by¢ opracowane w spo-
sob zrozumiaty dla wszystkich dziatajacych w fancuchu
zywnosciowym. Powinny réwniez udowadniaé¢ opinii
publicznej, ze posiadaja przewidywalne $rodki kontroli
gwarantujace bezpieczenstwo spozywanej przez konsu-
mentow zywnosci. HACCP jako systemowe postgpowa-
nie majace na celu identyfikacjg i oszacowanie zagrozen
bezpieczenstwa zywnos$ci oraz ryzyka ich wystapienia
podczas produkcji i dystrybucji stanowi integralny ele-
ment ISO 22000:2005. Standard ten wprowadzil nowe
elementy do zarzadzania bezpieczenstwem zywnoSci: pro-
gramy wstgpne, operacyjne programy wstepne, walida-

cj¢ srodkéw nadzoru lub ich kombinacji oraz interaktyw-
na komunikacje¢ w tancuchu zywnosciowym (2, 22, 25).

Mikrobiologia prognostyczna

Narzedziem wspierajacym dzialanie systemow zarza-
dzania jako$cia jest mikrobiologia prognostyczna. Jest to
dzial mikrobiologii Zywno$ci wykorzystujacy elementy
matematykl w celu okreslania zachowania si¢ mikroor-
ganizmo6w (gtownie chorobotworczych) w produkowanej
i dystrybuowanej zywnosci (13, 15, 16, 20). Mikrobiolo-
gia prognostyczna wykorzystuje zasadg, ze reakcja grup
mikroorganizméw w okreslonych warunkach w zywnos-
ci jest powtarzalna. Warunki okreslone sa przez takie czyn-
niki, jak: czas i temperatura, pH, aktywnos$¢ wody, zawar-
tos¢ roznych soli, kwasow organicznych oraz dostepnos¢
tlenu. Informacja dotyczaca sktadu chemicznego, tech-
nologii produkcji i mikrobiologii produkowanej Zywnos-
ci pozwala na wybor mozliwie bezpiecznego modelu prog-
nostycznego, czyli takiego, ktory bedzie prognozowat
wzrost drobnoustrojow w sposob najbardziej zblizony do
wzrostu w warunkach rzeczywistych (9, 17). Model ma-
tematyczny jest rownaniem rézniczkowym okreslajacym
wzrost, przezywalno$¢ lub inaktywacje mlkroorganlzmow
w $cisle okreslonych warunkach w zywnosci. W celu
Wykorzystania modelu matematycznego do prognozowa-
nia i analizowania wzrostu nlepozqdanych mikroorganiz-
mow, np. podczas produkcji zywnosci, nalezy wykonaé
szereg badan mikrobiologicznych na produkcie modelo-
wym w warunkach eksperymentalnych, a nastgpnie do-
kona¢ jego walidacji w oparciu o konkretny proces pro-
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dukcji (6, 9, 22, 25). Wykorzystanie matematycznych
modeli prognostycznych w systemach zarzadzania bez-
pieczenstwem zywnosci (np. HACCP) jest jak najbardzw]
uzasadnione (1). Modele prognostyczne moga miec istot-
ne zastosowanie podczas wdrazania systemu HACCP na
co najmniej 3 etapach: przeprowadzenia analizy zagro-
zen 1 okreslenia srodkéw kontrolnych, ustalenia pozio-
moéw docelowych i limitow krytycznych dla kazdego kry-
tycznego punktu kontrolnego oraz podczas ustalania pro-
cedur weryfikacji. Dotychczasowe dziatania w zakresie
zapewniania bezpieczenstwa zywnosci nie odnosza si¢ do
kwestii zdrowia publicznego. System HACCP koncen-
truje si¢ na zagrozeniach i warunkach, ktére moga spo-
wodowaé zagrozenia w czasie realizacji procesu tech-
nologicznego i w konsekwencji moga wystapi¢ w goto-
wym produkcie. Brakuje powiazania migdzy dziataniami
podejmowanymi przez przedsigbiorstwa, zajmujace sig¢
produkcja i obrotem Zywnoscia, a odpowiednim pozio-
mem ochrony zdrowia ludzi. Dlatego tez w ostatnich la-
tach wzrosto zainteresowanie narzedziami, ktére moga po-
taczy¢ wymagania w zakresie zapewnienia bezpieczen-
stwa zywnosci z jego oczekiwanym wptywem na zdro-
wie publiczne Punktem wyj $cia tej koncepcji jest zapew-
nienie odpowiedniego poziomu ochrony zdrowia ludzi
wraz z ustanowieniem celow bezpleczenstwa zywnos01
odnoszacych si¢ do rodzaju zywnosci, rodzaju zagrozen
oraz czestotliwosci ich wystgpowania lub maksymalnej
dopuszczalnej wielkosci zagrozenia w gotowym przezna-
czonym do konsumpcji produkcie. Ten przyktad nie wy-
czerpuje mozliwosci aplikacyjnych mikrobiologii prog-
nostycznej w systemach zarzadzania bezpieczenstwem
zywnoS$ci. Warto rowniez nadmieni¢, ze FAO/WHO
w 2002 r. podjely decyzj¢ o wlaczeniu zasad mikrobiolo-
gicznego zarzadzania ryzykiem w rozwoj standardow
bezpieczenstwa zywno$ci. Oznacza to, ze wymagania
ustawodawcze winny by¢ uzasadnione na podstawie
udokumentowanej analizy ryzyka i odnosi¢ si¢ do odpo-
wiedniego poziomu ochrony ustalonego przez WTO. I1os-
ciowa analiza ryzyka powinna by¢ podstawa rozstrzyga-
nia sporow w kwestiach dotyczqcych zagrozen mikrobio-
logicznych w produkowanej zywnosci, skutkow w przy-
padku zatru¢ pokarmowych oraz umozliwia¢ znalezienie
iustalenie przyczyn zaistniatych sytuacji. Analiza ilo$cio-
wa to rowniez jedno z mozliwych do wykorzystania za-
stosowan mikrobiologii prognostycznej (11, 19, 22).

Bazy danych i modele

Rozwdj technik komputerowych i internetu sprzyja
powstawaniu baz danych dotyczacych zachowania si¢
glownych patogendw oraz drobnoustrojéw odpowiedzial-
nych za rozktad zywnosci. Coraz wigksza liczba danych
eksperymentalnych wykonanych na produktach modelo-
wych z uzyciem programoéw komputerowych (tzw. mo-
deli trzeciorzgdowych) stanowi zrédto cennych informa-
cji dla os6b zajmujacych sig analiza ryzyka mikrobiolo-
gicznego na kazdym etapie tancucha zywnos$ciowego.
Analiza ryzyka to trzycze$ciowy, Scisle ze soba powiaza-
ny proces oceny ryzyka, zarzadzania ryzykiem i informo-
wania o ryzyku (3). Do znanych i czgsto stosowanych
programow prognozujacych zachowanie si¢ niepozada-
nych drobnoustrojow w symulowanych warunkach ma-
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jacych zastosowanie w analizie ryzyka mikrobiologicz-
nego nalezy Pathogen Modeling Program 7.0 (PMP 7.0)
dostepny pod adresem internetowym Departamentu Rol-
nictwa Standéw Zjednoczonych (USDA — United States
Department of Agriculture) — www.arserrc.gov/mfs/
PATHOGEN.HTM. Pakiet ten jest wersja mekomercyj-
na, od 17 lat systematycznie rozbudowywana i zawiera-
jaca ponad 35 modeli dla 11 rodzajow bakterii patogen-
nych. Oprogramowanie pozwala przewidywac¢ wzrost lub
inaktywacje¢ drobnoustrojow przy ustalonej temperaturze,

pH, NaCl/a_, zawarto$ci kwasow organicznych, sktadzie
atmosfery oraz azotynéw w zmodyfikowanych pozyw-
kach mikrobiologicznych (15 20). Kolejnym przyktadem
programu do prognozowania wzrostu drobnoustrojow jest
Growth Predictor (GP) dostgpny w witrynie interneto-
wej Instytutu Badan Zywnos$ci (IFR — Institute of Food
Research) — www.ifr.ac.uk/Safety/GrowthPredictor/. Za-
wiera on 18 modeli wzrostu bakterii patogennych. W wy-
niku wspotpracy migdzynarodowej pomigdzy Agencja
Standaryzacji Zywnoéci (FSA — Food Standards Agen-
cy), IFR, USDA oraz Australijskim Centrum Doskona-
tosci Bezpieczeﬁstwa Zywnosci (Australian Food Safety
Centre of Excellence) powstata bezptatna komputerowa
baza danych ComBase (Common dataBase), dost¢pna
»online” w internecie po uprzedniej rejestracji na stronie
www.combase.cc. Inicjatywa powstania ComBase jako
zrodta wiedzy utatwiajacej wspolprace miedzynarodowa
w sferze nauki dotyczacej bezpieczenstwa mikrobiologicz-
nego produkowanej zywnosci otrzymata poparcie Komi-
sji Europejskiej. W bazie danych ComBase znajduja si¢
3 uzyteczne narz¢dzia— Combase Browser, Combase Pre-
dictor oraz Combase DMFit. Witryna Combase Browser
umozliwia uzytkownikowi wyszukanie dostepnych w ba-
zie wynikow badan, po wczesniejszym zawegzeniu wy-
szukiwania do okreslonego mikroorganizmu oraz warun-
kow srodowiska (np. temperatura, pH, aktywno$¢ wody
iin.) (21). Baza danych ComBase stanowi cenne zrodto
wiedzy na temat bezpieczenstwa mikrobiologicznego zyw-
nosci, zawiera juz ponad 40 000 rekordow (tj. obserwacji
opisujqcych reakcje bakterii na okreslone srodowisko)
1jest systematycznie rozbudowywana. ComBase Predic-
tor Jest narzedziem siuzqcym prognozowamu wzrostu naj-
wazniejszych patogenow zywnosci z uwzglednieniem ta-
kich czynnikow $rodowiska, jak: temperatura, pH 1 za-
warto$s¢ NaCl (18, 23). ComBase Predictor moze by¢
uzyteczny jako narzedzie zapewniania bezpieczenstwa
zywnosci, podczas opracowywania nowych technologii,
w szkoleniach, badaniach naukowych, w oszacowywaniu
ryzyka mikrobiologicznego, jak rowniez podczas tworze-
nia przewodnikéw i norm. Trzecim narzg¢dziem wbudo-
wanym w bazeg danych ComBase jest ComBase DMFit.
Jest to program pozwalajacy analizowa¢ wzrost drobno-
ustrojow na podstawie modelu Baranyi i Robertsa (7).

eMHmax A®) 1
y(t):y0+ﬂmaXAt__ ln( 1 + em(J’max’yo) )

_ Ll (et
A(t)—t+v ln( [+q, )
gdzie:
y=

In x(t); x(t) — liczba komorek bakterii w czasie t,
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¥, = Inx ; X, — poczatkowa liczba komorek bakterii,

v —tempo powstawania limitujacego substratu, = u__,

t —czas (h),

m — parametr charakteryzujacy przejscie do fazy sta-
cjonarnej,

q, — koncentracja limitujacego substratu zmieniajaca
sig¢ w czasie.

Dzigki zastosowaniu ComBase DMFit otrzymuje si¢
glowne parametry charakteryzujace wzrost drobnoustro-
Jow, czyli wspotczynnik tempa wzrostu (u_ ) i czas trwa-
nia fazy spoczynkowej (lag fazy).

Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej

Mikrobiologia prognostyczna z wykorzystaniem mig-
dzynarodowej bazy danych i dostgpnych programéow kom-
puterowych moze mie¢ wszechstronne zastosowanie w:

— systemach eksperckich do okre$lania charakterysty-
ki mikrobiologicznej, sktadu zywnosci oraz identyfikacji
probleméw, ktore moga wystapi¢ w warunkach produk-
cyjnych,

— systemie HACCP, do szacowania ryzyka oraz w ana-
lizie zagrozen przy uzyciu ,,drzewka decyzyjnego”,

— szybkim rozpowszechnianiu informacji dotyczacych
wybuchow epidemii poprzez strong internetowa oraz pu-
blikowanie pochodzacych z wielu zrodet komentarzy do-
tyczacych konsekwencji i incydentow zwiazanych z cho-
robami odzywno$ciowymi,

— zabezpieczeniu wysokiej jakosci mikrobiologicznej,

— edukacji (online) personelu w zaktadach produkuja-
cych zywnos¢ (10, 21).

Przyktadem wykorzystania bazy danych ComBase wraz
z zawartym w niej oprogramowaniem do prognozowania
mikrobiologicznego moze byc¢ kilka elementow tancucha
produkcji serka twarogowego, niedojrzewajacego, ziar-
nistego (typu cottage cheese) i nattuszczonego $mietan-
ka. Z danych piSmiennictwa wynika, ze obecno$¢ mikro-
organizmoéw chorobotwoérczych w tego typu serkach po-
chodzi z zanieczyszczen wtérnych, ktorych gtownym
zrodtem jest personel, niska higiena produkcji oraz biedy
technologiczne (8, 26). Duze zagrozenie w produkcjii dys-
trybucji cottage cheese moze stanowi¢ tlenowa Gram-
-ujemna paleczka Yersinia enterocolitica (8, 26). Do osza-
cowania wzrostu lub inaktywacji tej bakterii w wybra-
nym odcinku tancucha produkcji zastosowano program
ComBase Predictor. W programie konieczne jest wsta-
wienie danych dotyczqcych gl()wnych parametréw fizy-
kochemicznych produktu i procesow podczas produkeji.
Sa to niezbedne informacje do przeprowadzenia symu-
lacji wzrostu bakterii patogennych podczas etapow pro-
dukcji cottage cheese. W tym celu okreslono temperature
1 czas trwania analizowanych etapéw produkcji oraz pH,
zawartos¢ NaCl i kwasu mlekowego (0,77% = 7700 ppm
— jednostka [ppm] jest wymagana w programie) (24). Za
poziom poczatkowy liczby Y. enterocolitica przyjgto 2 log
jtk/g produktu. Poziom wyjsciowy zanieczyszczenia bak-
teria Y. enterocolitica poprzedzajacego procesu byl po-
ziomem wejsciowym (poczatkowym) kolejnego. W za-
prezentowanym przyktadowym opracowaniu rozpatrywa-
no nastgpujace etapy produkcji: 1) koagulacja mleka pas-
teryzowanego (czas koagulacji: 5 h, temperatura: 32°C,
pH skrzepu: 4,6), 2) krojenie i dogrzewanie skrzepu (czas
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procesu: 3 h, temperatura: 52°C, pH: 4,6), 3) odwadnia-
nie, chtodzenie, dodatek soli kuchennej, nattuszczanie
Smietanka i pakowanie (czas procesu: 8 h, temperatura:
5°C, pH: 5,1, kwas mlekowy: 7700 ppm, NaCl: 0,5%)
oraz 4) magazynowanie i dystrybucja (czas: 504 h, temp.
6°C, pH: 5,1, kwas mlekowy: 7700 ppm, NaCl: 0,5%)
(24). Program ComBase Predictor uwzglednia rowniez
dane dotyczace stanu fizjologicznego (SF) bakterii, czyli
sposobu, w jaki badany drobnoustrdj reaguje na zmiany
aktualnego srodowiska, np. stres zwiazany ze zmiang tem-
peratury, pH czy cisnienia osmotycznego (wartos¢ SF =0
— brak wzrostu, SF = 1 — rozw0j optymalny). W opraco-
waniu zastosowano opcje domyslnego wyboru wartosci
SF, sugerowanej przez program. Po etapie koagulacji mle-
ka na podstawie modelu wzrostu zawartego w programie
ComBase Predictor nastapit nieznaczny wzrost liczby
komorek Yersinia do poziomu 2,75 log jtk/g (ryc. 1). Ko-
lejny proces, ktorym jest krojenie i dogrzewanie elimi-
nuje anahzowany gatunek bakterii w czasie 0,3 h (ryc. 2).
W tym momencie produkt nalezy uzna¢ za bezpleczny,
lecz w przypadku, gdy dojdzie do wtoérnego zanieczysz-
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Ryec. 1. Prognoza zmiany liczby komérek Y. enterocolitica wg
programu ComBase Predictor podczas pierwszego etapu pro-
dukcji serka cottage cheese
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Ryec. 2. Prognoza zmiany liczby komérek Y. enterocolitica wg
programu ComBase Predictor podczas drugiego etapu pro-
dukcji serka cottage cheese
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Ryec. 3. Prognoza zmiany liczby komérek Y. enterocolitica wg
programu ComBase Predictor podczas trzeciego etapu pro-
dukcji serka cottage cheese
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Ryec. 4. Prognoza zmiany liczby komorek Y. enterocolitica wg
programu ComBase Predictor podczas magazynowania i dys-
trybucji serka cottage cheese

czenia (na poziomie 2,0 log jtk/g) wzrost liczby komorek
Yersinia bedzie nleumknlony Rozpatrujac czas i warunki
odwadniania, chtodzenia, dodatku NaCl oraz nattuszcza-
nia i pakowania serka zaprognozowano nieznaczny wzrost
liczby komorek Y. enterocolitica, ktorych poziom 2,03 log
jtk/g utrzymywat si¢ do etapu magazynowania i dystry-
bugji (ryc. 3). Przy zachowanej ciagto$ci tancucha chtod-
niczego i zatozeniu dwudmestOJednodmowego terminu
przydatnosci do spozycia nastapil, wg prognozy ComBase
Predictor, wzrost liczby komorek Y. enterocolitica do log
8,30 jtk/g produktu (ryc. 4). Minimalna dawka infekcyj-
na w przypadku tej bakterii wynosi ok. log 8-9 jtk/g, tak
wigc wyprodukowany serek stwarza potencjalne zagro-
zenie dla zdrowia czlowieka.

Podsumowanie

Przytoczony w artykule hipotetyczny przyktad oszaco-
wania zagrozenia wzrostu bakterii Y. enterocolitica stuzy
jedynie przedstawieniu jednej z mozliwosci prognostycz-
nych zastosowan oprogramowan komputerowych. Dzig-
ki nim mozna oszacowa¢ ryzyko mikrobiologiczne dla
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catego tancucha zywnos$ciowego poczawszy od produk-
cji mleka, a na konsumpcji produktow mleczarskich kon-
czac. W zaprezentowanym przykladzie nie uwzglgdnio-
no interakcji wymienionego patogenu z drobnoustrojami
wystepujacymi w produkcji serka cottage cheese (np.
hamujacego wptywu bakterii fermentacji mlekowe;j). Dla-
tego nalezy zatozy¢ maksymalny wzrost bakterii, a przez
to uzyska¢ najbardziej bezpieczna prognozg.

PiSmiennictwo
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