Medycyna Wet. 2010, 66 (8) 551

Praca oryginalna Original paper

Wystepowanie bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w przetworach mlecznych

EWELINA RODAK, IRENA MOLSKA

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci SGGW,
ul. Nowoursynowska 159¢, 02-787 Warszawa

Rodak E., Molska I.
Occurrence of Enterobacteriaceae in dairy products

Summary

The purpose of this study was to determine the prevalence of Enterobacteriaceae and Escherichia coli
in selected dairy products on the Warsaw market. Based on the presence or absence of these bacteria the
hygienic quality of products was evaluated, and thus the effectiveness of the implementation of the principles
of the HACCP system in force in the dairy industry plants and the regularity of the proceedings of the
products on the market. Sixty-eight different dairy products were examined: fluid milk, homogenized cheeses,
ripened rennet cheeses, cottage cheese type, quark cheeses, yoghurt, kefir, cream, and others. The number
of Enterobacteriaceae and the MPN of E. coli were determined according to the PN-ISO 21528-1 norm. 15%
of dairy products samples contained Enterobacteriaceae, and 4% of dairy products samples contained E. coli.
The occurrence of Enterobacteriaceae in 33% of the fluid milk samples was observed, a level of more than
1 x 10° in 1 mL. E. coli was not found in 10 mL samples. The highest percentage of samples containing
Enterobacteriaceae and E. coli has been discovered in cheeses (quark cheeses, ripened rennet cheeses, cottage
cheese type, homogenized), respectively 18% and 11%. The occurrence of Enterobacteriaceae in 14% of sheep
cheeses was observed, but no sheep cheese samples contained E. coli. Of the respondent fermented milk drinks,
Enterobacteriaceae occurred in only 2 samples of buttermilk. Yoghurt, kefir, cream, and sour milk does
not contain Enterobacteriaceae and E. coli in 10 g. The obtained results prove that the currently stricter
microbiological requirements implemented towards dairy products have contributed to the improvement in

their hygienic quality.
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Jako$¢ mlecznych przetwordw pasteryzowanych zale-
zy od: jakosci mikrobiologicznej mleka surowego, czasu
1 temperatury pasteryzacji, rodzaju i aktywno$ci mikro-
flory przezywajacej pasteryzacjg, zwtaszcza bakterii zdol-
nych do wzrostu w warunkach chtodniczych oraz rodza-
ju i aktywnosci mikroflory pochodzacej z wtérnych za-
nieczyszczen (1, 4). Produkt musi by¢ przede wszystkim
zdrowy 1 bezpieczny dla konsumenta. Zgodnie z wymo-
gami Unii Europejskiej, zmieniono w Polsce sposob oce-
ny jako$ci mikrobiologicznej produktow spozywczych.
Wprowadzono kryteria mikrobiologiczne dla srodkéw
spozywczych: kryterium bezpieczenstwa zywnosci i kry-
terium higieny procesu. Podwyzszono tym samym wy-
magania mikrobiologiczne dla przetworéw mlecznych
w stosunku do dotychczas obowiazujacych. W wigkszos-
ci zaktadéw przemystu mleczarskiego kryterium higieny
procesu stanowi odpowiednia liczba komorek bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae, a w niektorych przypad-
kach liczba komorek Escherichia coli. Drobnoustroje
te wystgpuja powszechnie w srodowisku (na roslinach,
na ciele i w przewodzie pokarmowym zwierzat i ludzi,
w $ciekach, glebie, brudnej wodzie i w miejscach zanie-

czyszczonych fekaliami). Przy braku higieny produkc;ji
namnazaja si¢ tatwo i zanieczyszczaja zywnos¢, a na-
stepnie wraz z nig dostaja si¢ do organizmu cztowieka.
Bakterie nalezace do rodziny Enterobacteriaceae sa za-
rowno gatunkami saprofitycznymi, jak i chorobotwor-
czymi (6, 7).

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2073/
2005 obowiazujacym od 1 stycznia 2006 r., w przypadku
stwierdzenia liczby komorek bakterii przekraczajacej
dopuszczalne warto$ci w produkcie badanym bezposred-
nio po zakonczeniu produkcji, przed opuszczeniem przez
niego zaktadu, podejmuje si¢ natychmiastowe dziatania
naprawcze. Przy wystgpowaniu bakterii z rodziny Ente-
robacteriaceae ocenia si¢ prawidtowos¢ calego procesu
produkcyjnego, jego higieng i skuteczno$¢ pasteryzacji.
Wiadomo, ze bakterie te ging podczas pasteryzacji, a wigc
ich obecnos¢ w produkcie wskazuje na zanieczyszczenie
wtorne, ktore nastapito w toku produkeji (11). Wynikiem
dostosowania si¢ polskiego przemystu mleczarskiego do
wymagan obowiazujacych w Unii Europejskiej jest ob-
serwowana znaczna poprawa jakosci przetworow mlecz-
nych (2-5, 13, 14). Wprowadzenie kryterium higieny pro-
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cesu zniosto obowiazek badania produktow znajdujacych
si¢ juz na rynku (z wyjatkiem badan nad wystgpowaniem
bakterii chorobotworczych). Placowki badawcze jednak
badania takie nadal prowadza w celu okreslenia rzeczy-
WlSte_] jakosci mikrobiologicznej produktow znajdujacych
si¢ w obrocie handlowym.

Celem badan byto okreslenie wystgpowania bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae, w tym E. coli, w wybra-
nych rynkowych przetworach mlecznych.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito 68 probek produktow mlecz-
nych: mleko spozywcze pasteryzowane, serki twarogowe,
serki wiejskie typu cottage cheese, mleczne napoje fermento-
wane, sery podpuszczkowe dojrzewajace, serki homogenizo-
wane i oscypki. Pochodzily one z kilkudziesigciu zaktadow
mleczarskich z Polski i dostarczane do sklepéw na terenie
Warszawy, jedynie oscypki zakupiono na stoisku ulicznym
w Zakopanem. Produkty przewozono w pojemniku izoter-
micznym i do chwili analizy przechowywano w warunkach
chtodniczych. Badania wykonywano najczesciej pod koniec
okresu przydatnosci do spozycia podanego na opakowaniu.

Oznaczano liczb¢ komorek bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae 1 najbardziej prawdopodobna liczbg (NPL) E. coli
wedtug normy PN-ISO 21528-1 (10). Oznaczanie liczby ko-
morek bakterii z rodziny Enterobacteriaceae przeprowadzo-
no metoda ptytkowa z wykorzystaniem pozywki VRBD
(Merck, nr kat. 1.10275.0500). Oznaczanie najbardziej praw-
dopodobnej liczby (NPL) Escherichia coli wykonywano po
oznaczeniu NPL bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i uzy-
skaniu wzrostu charakterystycznych kolonii. Z tych kolonii
pobierano eza niewielka ilo§¢ materiatu biologicznego i prze-
siewano do proboéwek z pozywka Fluorocult BRILA (Merck,
nr kat. 1.12587.0500), po czym inkubowano w temperaturze
37°C przez 24 godziny. Nastepnie probéwki naswietlano pro-
mieniami UV o dhugosci fali 366 nm (Merck). Niebieska flu-
orescencja wskazywata na obecno$¢ komorek Escherichia
coli. Wynik zapisywano jako sekwencje cyfr z kolejnych roz-
cienczen. Wynik koncowy podawano jako NPL Escherichia
coliw 1 cm® lub 1 g produktu (8, 9).

Wyniki i omowienie
Jak wynika z niniejszych badan przepro-

wadzonych w 2008 r., sposrod przebadanych
68 produktow mlecznych w 15% probek
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stepujace: n =5, ¢ =2, m < 1 jtk/em®, M = 5 jtk/ecm®.
Oznacza to, ze jako$¢ jest zadowalajaca, jesli wszystkie
stwierdzone wartosci sa < m; dopuszczalna, jesli nie
wigcej niz ¢/n warto$ci miesci si¢ w przedziale migdzy
m a M, a pozostale stwierdzone warto$ci sa < m; nieza-
dowalajaca, jesli co najmniej jedna z warto$ci jest > M
lub wigcej niz ¢/n wartos$ci miesci si¢ w przedziale mig-
dzy m i M. W niniejszych badaniach, bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae stwierdzono w 2 probkach mleka
pasteryzowanego (33% probek mleka pasteryzowanego).
W obu przypadkach liczba komorek tych bakterii wyno-
sita powyzej 1,1 x 10° w 1 em®. Byto to mleko pochodza-
ce z malego zaktadu mleczarskiego majacego prawdo-
podobnie trudnosci z przestrzeganiem zasad HACCP.

W 1995 r. przeprowadzono badania 220 probek mleka
pasteryzowanego (13). Norma 6wczesna, w niewielkim
stopniu restrykcyjna, przewidywala, ze bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae nie powinny by¢ obecne w 0,01 cm’
mleka. Liczbe komorek Enterobacteriaceae, wyzsza niz
dopuszczalna w normie, stwierdzono w 64 probkach, co
stanowito 29% probek. Wyniki przytoczonych badan
$wiadcza o bardzo silnym zanieczyszczeniu popastery-
zacyjnym mleka znajdujacego si¢ wowczas na rynku war-
szawskim. Podobne badania przeprowadzone w 2004 r.
(4) wykazaty niedopuszczalna obecno$¢ bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae w 17% probek (tab. 3). Wedlug
owczesnej normy dopuszczano 5 bakterii z rodziny En-
terobacteriaceae w 1 cm’ w 2 sposrod badanych 5 pro-
bek z ]ednej partii, bakterie te nie powinny si¢ znajdo-
wac¢ w 1 cm® mleka. Natomiast badania przeprowadzone
w 2006 r. dowiodly, ze w okresie deklarowanej przydat-
no$ci do spozycia zachodza niewielkie zmiany liczby
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. W przytoczonych
badaniach analizie poddano 44 probki mleka pasteryzo-
wanego (7). Bakterie z rodziny Enterobacteriaceae bylty
nieobecne w 61% probek analizowanych w dniu zakupu
159% probek badanych w ostatnim dniu przydatnosci do
spozycia.

Publikacji na temat wystgpowania Escherichia coli
w krajowych przetworach mlecznych jest niewiele. W ni-
niejszych badaniach nie stwierdzono obecnosci E. coli

Tab. 1. Wystepowanie bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i E. coli w prze-
tworach mlecznych (badania wlasne)

stwierdzono obecno$¢ bakterii z rodziny

Enterobacteriaceae, za§ w 4% obecno$¢ ko-
morek E. coli. Dla poréwnania, w 2004 r.
obecno$¢ Enterobacteriaceae wykazano
w 32,5% probek, natomiast E. coli w 22,5%
probek produktow (4). Wskazuje to na
poprawe jakosci higienicznej produktow
mlecznych znajdujacych sig na rynku. Istot-
ny wptyw na poprawg jakosci przetworow
mlecznych przypisuje si¢ wprowadzeniu
przez zaktady mleczarskie systemu HACCP.

Zgodnie z kryterium higieny procesu po-
danym w Rozporzadzeniem Komisji (WE)
nr 2073/2005, na koncu procesu produkcji
mleka pasteryzowanego jest wymagane
oznaczanie liczby komorek bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae, a wymagania sa na-

Liczba Liczba (procent) probek Liczba (procent)
Produkt badanych zawierajacych bakterie prébek zawierajacych
prébek | z rodziny Enterobacteriaceae E. coli
Mleko pasteryzowane 6 2 (33) 0
Serki 21 5 (18) 3 (11)
Maslanka 10 2 (20) 0
Kefir 6 0 0
Smietana 3 0 0
Jogurt 5 0 0
Oscypek 1 1(14) 0
Inne (zsiadte mleko,
deser z bita $mietana, 4 0 0
serek topiony)
Razem 68 10 (15) 3 (4)
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w probkach mleka pasteryzowanego
(tab. 1), natomiast w 2004 r. obecnos¢
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Tab. 2. Poziom zanieczyszczenia przetworow mlecznych bakteriami z rodziny
Enterobacteriaceae i E. coli (badania wlasne)

E. coli stwierdzono w 52% probkach 7 ? , ;
mleka pasteryzowanego z rynku war- Produkt Enterobacteriaceae Llc(zphrcher::ll;ek E. coli L'c(zpbrzc";::;ek
szawskiego (tylko w probkach mleka

zapakowanych w torebki z folii poliety- |mieko ST 41(67) <0,03 6 (100)
lenowej), a ich liczba wynosita od 0,074 >1,1 x 103 2 (33)

do ponad 1,1 x 10? jtk/cm® (4) (tab. 3). <03 4 (80)

Mozna zatem wnioskowac, ze nastapi- | Serek homogenizowany ——— 1(20) <03 5 (100)
ta poprawa jakosci tego mleka w ostat- :

nich latach oraz higieny procesu pro- |Sery dojrzewajace <03 8 (89) <03 8 (89)
dukcji i warunkéw przechowywania |podpuszczkowe >1,1x 104 1(11) >1,1 x 104 1(11)
pro{;‘ﬁi‘l‘w fednym serze dojrzewajq. |SeTVIeIsk cotage chesse <03 6 (100) <03 6 (100)
cym podpuszczkowym odnotowano <03 4 (57) <03 5 (72)
obecnos¢ bakterii z rodziny Enterobac- | Ser twarogowy >1,1 x104 1(14) >1,1x104 1(14)
teriaceae, nqtqmlast NPL E. coli wy- 2.3 x 108 2 (29) 2.3 x 108 1(14)
nosita powyzej 1,1 x 10*w 1 g (tab. 2).

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2073/ |Ser topiony <03 1(100) <03 1(100)
2005 nie podaje kryterium dla obecno- ) <03 8 (80)

$ci bakterii z rodziny Enterobacteria- |Maslanka 2.3 x 103 2 (20) <03 000y
ceae, za$ dla E. coli w serach wypro- _ ’

dukowanych z mleka poddanego obrob- | Kefir < 3 (L <l 0 (L)
ce cieplnej wymagania sa nastgpujace: | $mietana <03 3 (100) <03 3 (100)
n=>5,c=2,m<100 jtk/em’, M=1000 [pece; pitg $mistana <0,3 1(100) <0,3 1(100)
jtk/cm®. Poréwnanie tych wymagan —

z wynikami niniejszych badanh wskazu- | Zsiadte mieko S0 iy SUS) (e
je, ze ta probka sera nie spetniata obo- | Jogurt i mieko acidofilne <03 6 (100) <03 6 (100)
wiazujacego kryterium higieny proce- <03 6 (86)

su. Podobne badania przeprowadzo- |0scypek . <03 7 (100)
ne w 2004 r. (4) wykazaly obecnos¢ 24 <10 1014)

bakterii z rodziny Enterobacteriaceae

w granicach od 0,36 do ponad 1,1 x 10° w 1 g, za$
NPL E. coli miescita si¢ w granicach od 1,5 do ponad
1,1 x 10° w 1 g. Taka jako$¢ higieniczng mialo wowczas
28% probek produktoéw (tab. 3).

W przypadku serkow homogenizowanych obecnos¢
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w liczbie 2,3 x 10°

w 1 g odnotowano tylko w jednej probcee (co stanowito
20% badanych probek). Nie stwierdzono natomiast obec-
nosci E. coli (tab. 2). Zbyt mala liczba probek uniemoz-
liwia szczegdtowa interpretacj¢ uzyskanych wynikow.
W 2004 r. nie stwierdzono obecnosci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae w 1 g w 9 sposrod 12 serkow homo-

Tab. 3. Jako$¢ mikrobiologiczna przetworéow mlecznych w latach 1995-2008 —liczba (%) probek zawierajacych badane drob-

noustroje
Rok Produkt Enterobacteriaceae E. coli Zrodto cytowania
2004 | Mleko 0,15-1,1 <102 (17) 0,074- > 1,1 x102(52) 4
2004 Sery dojrzewajace podpuszczkowe 0,36- > 1,1 < 10%(100) 1,5-> 1,1 x105(28) 4
2004 Serki homogenizowane 0,75-3,6 (25) <1(9) 4
2004 Serki cottage cheese <0,3(0) <0,3(0) 4
2004 Serki twarogowe <0,3(0) <0,3(0) 4
2006 Sery dojrzewajace podpuszczkowe <0,3(0) <0,3(0) 5
2006 Serki homogenizowane <0,3(0) <0,3(0) 5
2006 Serki cottage cheese 3 x10-1,8 x104(23) 3 x<10-6,5 <10 (15) 5
2006 Serki twarogowe 3,0 <10-3,3 < 102(8,3) 4,1 x10%5,0 <102 (8,3) 5
2008 Mieko >1,1 x103(33) < 0,03 (0) badania wtasne
2008 Sery dojrzewajace podpuszczkowe >1,1 <104 (11) >1,1 x104(11) badania wtasne
2008 Serki homogenizowane 2,3 <103 (20) <0,3(0) badania wtasne
2008 Serki cottage cheese (0) (0) badania wtasne
2008 Serki twarogowe 2,3 <103 > 1,1 <104 (43) 2,3 <103 > 1,1 x104(28) badania wtasne
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genizowanych (75% probek). W 25% probek NPL tych
bakterii wynosita od 0,75 do 3,6 w 1 g. Bakterie gatunku
E. coli byly nieobecne w 1 g w 91% probek serkow ho-
mogenizowanych. W pozostatych probkach, NPL E. coli
byla mniejsza niz 1 w 1 g (tab. 3). Dla poréwnania,
w 2006 1. przebadano 12 probek serkéw homogenizo-
wanych. W zadnej probcee nie stwierdzono obecnosci bak-
terii z rodziny Enterobacteriaceae i E. coli. Przedstawio-
ne wyniki §wiadcza o znacznej poprawie higieny pro-
dukcji serkow homogenizowanych w ostatnich latach
(tab. 3).

W niniejszych badaniach nie odnotowano wystgpowa-
nia bakterii z rodziny Enterobacteriaceae 1 E. coli w ser-
kach typu cottage cheese (tab. 2). Byto to najprawdopo-
dobniej wynikiem poprawy higieny procesu technologicz-
nego na przestrzeni ostatnich kilku lat. Poparciem tego
wniosku sa wyniki badan z 2006 r., w ktorych obecno$¢
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae stwierdzono w 23%
probek serkow typu cottage cheese, natomiast E. coli byta
obecna w 15% probek (tab. 3). Uwaza sig, ze powodem
obecnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w ser-
kach typu cottage cheese jest dlugotrwaty proces techno-
logiczny i nie w petni zachowana higiena produkcji (5).

Takie same sa przyczyny obecnos$ci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae w serach twarogowych. Nalezy za-
znaczy¢, ze w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/
2005 dla seréw niedojrzewajacych (§wiezych) wyprodu-
kowanych z mleka lub serwatki poddanych pasteryzacji
lub obrobce cieplnej w wyzszej temperaturze nie podano
wymagan odno$nie do obecnosci bakterii z rodziny En-
terobacteriaceae. W wyniku niniejszych badan obecnosé¢
tych bakterii stwierdzono w 43% probek seréw twarogo-
wych, w liczbie od 2,3 x 10° do ponad 1,1 x 10*w 1 g.
Bakterie gatunku E. coli wystgpowaly w 28% probek
(tab. 2, 3). Wskazuje to, ze higieny produkcji i zasad sys-
temu HACCP nie zawsze przestrzegano. W przeprowa-
dzonych w 1993 r. badaniach seréw twarogowych na
obecnos¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae 84,6%
badanych probek zawierato wigksza niz dopuszczalna
norma licsz bakterii z tej rodziny (tab. 3) W 1996 r.
probek nie spetiajacych wymogow bylo juz 69% (12),
za$ w 2006 r. obecno$¢ bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae i E. coli odnotowano w 8,3% probek serow twa-
rogowych (tab. 3).

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2073/
2005, na koncu procesu produkcji ptynnych pasteryzo-

anych produktow mlecznych jest wymagane oznacza-
nie bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, a wymagania
sa nastgpujace: n=35, ¢ =2, m< 1 jtk/cm?, M =5 jtk/cm®.
Brak jednak wymagan dla ptynnych produktéw mlecz-
nych otrzymanych z mleka pasteryzowanego, ktore nie
sa poddane pasteryzacji po wyprodukowaniu. Przykta-
dami takich produktow sa mleczne napoje fermentowa-
ne. W niniejszych badaniach analizie mikrobiologiczne;j
poddano 23 probki kefirow, maslanki, jogurtéw 1 zsiad-
tego mleka. Obecno$¢ bakterie z rodziny Enterobacte-
riaceae stwierdzono tylko w 2 probkach maslanki (20%
probek) w liczbie 2,3 x 10° w 1 g (tab. 2). Obecnos¢
E. colinie stwierdzono w zadnej probce. Otrzymane wy-
niki wskazuja na poprawg jakosci higienicznej mlecz-
nych napojow fermentowanych w porownaniu z danymi
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pismiennictwa. Badania prowadzone w 1995 r. nie wy-
kazaly obecnosci E. coli w rozcienczeniu 1072 g w 48%
probek. W 2001 r. brak bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae wykazano w 86,7% probek jogurtow i kefirow.
Natomiast w 2004 . obecnos¢ bakterii z rodziny Entero-
bacteriaceae stwierdzono w 19 z 23 probek napojow fer-
mentowanych (83% probek), w 4 probkach NPL bakte-
rii z grupy coli miescita si¢ w granicach od 1,5 do 2,8
x 10 w 1 g. W 3 probkach kefiru wykryto takze bakterie
gatunku E. coli, za$ ich NPL wynosita od 1,5 do 2,8 x 10
wlg(4).

Sposrdéd zakupionych oscypkow jedna probka zawie-
rata bakterie z rodziny Enterobacteriaceae w liczbie
2,4 x 10° w 1 g, za$ obecnosci E. coli nie stwierdzono
w zadnej probece. Nalezy zaznaczy¢, ze sery zakupiono
na stoisku ulicznym w Zakopanem, za$ produkcja oscyp-
kow odbywa si¢ w bacéwkach metoda tradycyjna, co
utrudnia utrzymanie wysokiej jakosci higienicznej pro-
duktu. Uzyskane wyniki $wiadcza jednak, ze w odnie-
sieniu do kryterium higieny procesu podanego w Rozpo-
rzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005 jako$¢ higienicz-
na tych produktow byla zadowalajaca.

Podsumowanie

W zwiazku z przystapieniem Polski do Unii Europe;j-
skiej zaostrzono wymagania dotyczace higieny produk-
cji produktéw mlecznych. Gtownym wskaznikiem higie-
ny procesu produkcji jest liczba komoérek bakterii z ro-
dziny Enterobacteriaceae i/lub bakterii Escherichia coli.
Brak lub obecno$¢ tych bakterii §wiadczy o przestrzega-
niu zasad lub zaniedbaniach w zakresie higieny produk-
cji. Porownanie jakos$ci mikrobiologicznej przetworow
mlecznych okresie lat 1995-2008, wskazuje ze w higie-
nie ich produkcji w Polsce dokonat si¢ znaczacy postep.
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